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RESUMO
“Anticorpos e imunoconjugados e suas utilizagdes”
Sao proporcionados anticorpos anti-STEAP-1 e seus

imunoconjugados. Sao proporcionados métodos de utilizacdo de
anticorpos anti-STEAP-1 e seus imunoconjugados.
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DESCRICAO
“Anticorpos e imunoconjugados e suas utilizagdes”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencao refere-se a anticorpos anti-STEAP-1 e
seus 1munoconjugados. A invencado refere-se adicionalmente a
métodos de utilizacdo de anticorpos anti-STEAP-1 e de seus
imunoconjugados.

ANTERIORIDADE

Em seres humanos, o cancro da préstata é¢ uma das mais
comuns malignidades diagnosticadas no sexo masculino e é a
segunda principal causa de mortes relacionadas com cancro nos
homens. A American Cancer Society estima que no ano 2000, seréo
diagnosticados 180 400 novos casos de cancro da prdstata com 31
900 mortes provocadas pela doenca. Em estdgios avancgados, o
cancro da proéstata metastiza para o osso. Embora tenham sido
alcancados avancos no diagndstico precoce e no tratamento de
tumores localmente confinados, o cancro da prdéstata € incuréavel
uma vez que tenha metastizado. Pacientes com cancro da prdstata
metastdtico sob terapia hormonal desenvolverdo eventualmente um
estado refractdrio a androgénios (independente de androgénios)
que conduzird a progressdo da doenca e a morte. Actualmente, o
antigénio especifico da préstata (PSA) é o marcador tumoral
mais amplamente utilizado para o rastreio, diagndéstico e
monitorizacédo do cancro da préstata. Contudo, a utilizacéo
disseminada do PSA como ferramenta para o rastreio € controversa
pois o PSA ndo consegue discriminar com precisdo entre doenca
da préstata benigna e maligna.

Dependendo do estdgio do cancro, o tratamento do cancro da
prostata e da bexiga envolve uma, ou uma combinacdo, das
seguintes terapias: cirurgia para remover o tecido canceroso,
terapia com radiacédo, quimioterapia, privacdo de androgénios
(e.g., terapia hormonal) no caso de cancro da prdstata. Embora
a terapia cirtirgica ou com radiacdo melhore significativamente
a sobrevivéncia em pacientes com estdgios precoces da doencga,
as opcgdes terapéuticas sdo muito limitadas para casos avancados,
particularmente para recorréncias do tumor apds ablacgéao
hormonal. A maioria dos pacientes que sao submetidos a terapia
hormonal progridem para o) desenvolvimento de doenca



EP 2 502 938/PT

independente de androgénios. Actualmente, ndo existe nenhum
tratamento eficaz para os 20-40% dos pacientes de cancro da
proéstata que desenvolvem doenca recorrente apds cirurgia ou
terapia com radiacgdo, ou para aqueles em gquem O cancro tenha
metastizado no momento do diagnéstico. A quimioterapia tem os
seus efeitos secunddrios toéxicos, especialmente em pacientes
mais idosos. O desenvolvimento de novas formas de terapia
especialmente para doencga refractédria a privacdo de androgénios
constitui uma necessidade urgente na gestdo do carcinoma

prostatico.

A identificacdo de um novo antigénio da superficie celular,
STEAP-1, foi descrita (veja—-se a Patente N.2 US 6,329,503). O
STEAP-1 é membro dos antigénios transmembranares da serpentina
da superficie celular. E expresso predominantemente no cancro
da prdstata, e assim, os membros desta familia foram denominados
"STEAP" (do inglés “Six Transmembrane Epithelial Antigens of
the Prostate” - Antigénios epiteliais da préstata de seis
dominios transmembranares). As proteinas STEAP humanas exibem
um elevado grau de conservacao estrutural dentro da familia mas
ndo apresentam homologia estrutural significativa com nenhumas
proteinas humanas conhecidas. A STEAP-1 parece ser uma proteina
de membrana do tipo IIIa expressa predominantemente em células
da proéstata em tecidos humanos normais. Estruturalmente, a
STEAP-1 é uma proteina de 339 aminocdcidos caracterizada por uma
topologia molecular de seis dominios transmembranares e
terminais N e C intracelulares, sugerindo qgque se dobra numa
"serpentina" em trés voltas extracelulares e duas
intracelulares. A expressdo da proteina STEAP-1 ¢é mantida em
niveis elevados ao longo de varios estados do cancro da
préstata. A STEAP-1 é altamente sobre-expressa em outros cancros
humanos tais como do pulmdo e do célon. Foram criados anticorpos
murinos contra fragmentos de STEAP-1 humana e mostrou-se que 0sS
anticorpos se ligam a STEAP-1 na superficie da célula (veja-se
o Pedido de Patente US com Publicacdo N.¢ 20040253232A1).
WO 2005/113601 A divulga anticorpos monoclonais anti-STEAP-1.
WO 2006/034488A divulga anticorpos manipulados com cisteina.

A terapia a base de anticorpos provou-se muito eficaz no
tratamento de varios cancros. Por exemplo, o HERCEPTIN® e o
RITUXAN® (ambos da Genentech, S. San Francisco) foram utilizados
com sucesso para tratar o cancro da mama e linfoma néao
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hodgkiniano, respectivamente. O HERCEPTIN® ¢é um anticorpo
monoclonal humanizado derivado de ADN recombinante que se liga
selectivamente ao dominio extracelular do proto-oncogene do
receptor 2 de factor de crescimento epidérmico humano (HER2).
A sobre-expressido da proteina HER2 é observada em 25-30% dos
cancros da mama primdrios. O RITUXAN® & um anticorpo monoclonal
quimérico murino/humano geneticamente manipulado dirigido
contra o antigénio CD20 encontrado na superficie de linfécitos
B normais e malignos. Ambos estes anticorpos séao produzidos em

células CHO.

A utilizacédo de conjugados anticorpo-fadrmaco para a entrega
local de agentes citotdxicos ou citostédticos, i.e. féarmacos
para matar ou inibir células tumorais no tratamento do cancro
(Syrigos e Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-614;
Niculescu-Duvaz e Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26:151-
172; patente U.S. 4975278) permite a entrega direccionada da
porcdo de fadrmaco a tumores, e a sua acumulacdo intracelular
neles, enquanto a administracdo sistémica destes agentes
fdrmacos ndo conjugados pode resultar em niveis inaceitéveis de
toxicidade para as células normais assim como as células
tumorais que se pretende eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet
pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (1985) "Antiboby Carriers
Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review," em Monoclonal
Antibodies '84: Biological And C(Clinical Applications, A.
Pinchera et al. (ed.s), pp. 475-506). Procura-se desse modo a
eficdcia méxima com a toxicidade minima. Tanto anticorpos
policlonais como anticorpos monoclonais foram reportados como
Uteis nestas estratégias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol.
Immunother., 21:183-87). Os fArmacos utilizados nestes métodos
incluem daunomicina, doxorrubicina, metotrexato e vindesina
(Rowland et al., Cancer Immunol. Immunother. 21:183-87 (1986)).
As toxinas utilizadas em conjugados anticorpo-toxina incluem
toxinas bacterianas tais como a toxina diftérica, toxinas de
plantas tais como ricina, toxinas de molécula pequena tais como
geldanamicina (Kerr et al. (1997) Bioconjugate Chem. 8(6):781-
784; Mandler et al. (2000) Journal of the Nat. Cancer Inst.
92(19) :1573-1581; Mandler et al. (2000) Bioorganic & Med. Chem.
Letters 10:1025-1028; Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem.
13:786-791), maitansindides (EP 1391213; Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), e caligueamicina (Lode
et al. (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al. (1993) Cancer
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Res. 53:3336-3342). As toxinas podem efectuar os seus efeitos
citotdéxicos e citostdticos através de mecanismos incluindo
ligacdo a tubulina, ligacdo a ADN ou inibicdo de topoisomerase
(Meyer, D.L. e Senter, P.D. "Recent Advances in Antibody Drug
Conjugates for Cancer Therapy" em Annual Reports in Medicinal
Chemistry, Vol 38 (2003) Chapter 23, 229-237). Alguns féarmacos
citotdéxicos tendem a ser inactivos ou menos activos quando
conjugados com grandes anticorpos ou ligandos de receptores de
proteinas.

O ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetano, Biogen/Idec) € um
conjugado anticorpo-radioisdétopo composto por um anticorpo
monoclonal IgGl capa murino dirigido contra o antigénio CD20
encontrado na superficie de linfdécitos B normais e malignos e
radioisdétopo 11In ou 2% ligado por um ligante-quelante de
tioureia (Wiseman et al. (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-
77; Wiseman et al. (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig et al.
(2002) J. Clin. Oncol. 20(10) :2453-63; Witzig et al. (2002) J.
Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Embora o ZEVALIN tenha actividade
contra o linfoma n&o hodgkiniano (NHL) de células B, a
administracdo resulta em citopenias graves e prolongadas na
maioria dos pacientes. O MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina,
Wyeth Pharmaceuticals), um conjugado de anticorpo e farmaco
composto por um anticorpo huCD33 ligado a caliqueamicina, foi
aprovado em 2000 para o tratamento de leucemia mieldide aguda
por injeccgé&o (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; Patentes
us 4,970,198; 5,079,233; 5,585,089; 5,606,040; 5,693,762;
5,739,116; 5,767,285; 5,773,001). O cantuzumab mertansina
(Immunogen, Inc.), um conjugado de anticorpo e fadrmaco composto
pelo anticorpo huC242 ligado através do ligante de dissulfureto
SPP a porcédo de farmaco maitansindéide, DM1l, estd a ser
desenvolvido para o tratamento de cancros dgue expressam O
antigénio CanAg, tais como o cancro do cdlon, pancreédtico,
gédstrico e outros. O MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics,
Immunogen Inc.), um conjugado de anticorpo e farmaco composto
pelo anticorpo monoclonal anti-antigénio membranar especifico
da préstata (PSMA) ligado a porcado de féarmaco maitansindide,
DM1, estd em desenvolvimento para o potencial tratamento de
tumores da préstata. A mesma porcdo de fadrmaco maitansindide,
DM1, foi ligada através de um ligante que ndo de dissulfureto,
SMCC, a um anticorpo monoclonal murino de ratinho, TA.1 (Chari
et al. (1992) Cancer Research 52:127-131). Este conjugado foi
reportado como sendo 200 vezes menos potente do que o



EP 2 502 938/PT

correspondente conjugado com ligante de dissulfureto. O ligante
SMCC foi considerado ai como sendo "ndo clivavel."

Varios compostos peptidicos curtos foram isolados a partir
do molusco marinho, Dolabella auricularia, e verificou-se que
tinham actividade bioldégica (Pettit et al. (1993) Tetrahedron
49:9151; Nakamura et al. (1995) Tetrahedron Letters 36:5059-
5062; Sone et al. (1995) Journal Org Chem. 60:4474). Foram
também preparados andlogos destes compostos, e verificou-se que
alguns possuem actividade biocldégica (para uma revisao, veja-se
Pettit et al. (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277). Por
exemplo, a auristatina E (US 5635483) é um andlogo sintético do
produto natural marinho Dolastatina 10, um agente que inibe a
polimerizacdo de tubulina por ligacdo ao mesmo local na tubulina
que o farmaco anticanceroso vincristina (G.R. Pettit, (1997)
Prog. Chem. Org. Nat. Prod. 70:1-79). A dolastatina 10, a
auristatina PE e a auristatina E sédo péptidos lineares possuindo
quatro aminodcidos, trés dos quais sdo Unicos para a classe de

compostos da dolastatina, e uma amida C-terminal.

Os péptidos de auristatina, auristatina E (AE) e
monometilauristatina (MMAE) , anadlogos sintéticos de
dolastatina, foram conjugados com: (i) anticorpos monoclonais

quiméricos cBR96 (especificos para Lewis Y nos carcinomas);
(i) CcAC10 que ¢é especifico para CCD30 em malignidades
hematoldgicas (Klussman, et al. (2004), Bioconjugate Chemistry
15(4) :765-773; Doronina et al. (2003) Nature Biotechnology
21(7) :778-784; "Monomethylvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands"; Francisco et al. (2003) Blood
102(4) :1458-1465; US 2004/0018194; (iii) anticorpos anti-CD20
tais como Rituxan® (rituximab) (WO 04/032828) para o tratamento
de cancros que expressam CD20 e desordens imunitérias; (iv)
anticorpos 2H9 anti-EphB2, e anti-IL-8 para tratamento de cancro
colorrectal (Mao, et al. (2004) Cancer Research 64 (3):781-788);
(v) anticorpo para E-selectina (Bhaskar et al. (2003) Cancer
Res. 63:6387-6394) ; e (vi) outros anticorpos anti-CD30
(WO 03/043583). A monometilauristatina (MMAE) foi também
conjugada com 2H9, um anticorpo contra EphB2R que ¢é uma
tirosina-quinase receptora TM do tipo I com homologia prdéxima
entre ratinho e humano, e é sobre-expresso em células de cancro
colorrectal (Mao et al. (2004) Cancer Res. 64:781-788).
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A monometilauristatina MMAF, uma variante de auristatina E
(MMAE) com uma fenilalanina no terminal C (US 5767237; US
6124431), foil reportada como sendo menos potente do que a MMAE,
mas mails potente quando conjugada com anticorpos monoclonais
(Senter et al., Proceedings of the American Association for
Cancer Research, Volume 45, Abstract Number 623, apresentado em
28 de Marco, 2004). A auristatina F fenilenodiamina (AFP); uma
variante de fenilalanina da MMAE foi ligada a um mAb anti-CD70,
1F6, através do terminal C de 1F6 por via de um espacador de
fenilenodiamina (Law et al., Proceedings of the American
Association for Cancer Research, Volume 45, Abstract Number
625, apresentado em 28 de Marco, 2004).

Existe uma necessidade na especialidade de farmacos
adicionais para tratar varios cancros tals como cancros e
metastases de cancros na prdstata, no pulmdo e no cdédélon. Os
fadrmacos particularmente Uteis para este propdsito incluem
conjugados de anticorpo anti-STEAP-1 e farmaco direccionados
para células da préstata, do pulmdo ou do cdlon, possuindo uma
toxicidade significativamente menor, e ainda eficiéncia
terapéutica Util. Estas e outras limitacdes e problemas do
passado sado abordados pela presente invencéao.

A recitacdo de qualquer referéncia no presente pedido néao
¢ uma admissdo de que a referéncia constitui anterioridade

relativamente ao presente pedido.

SUMARIO

A invencgdo proporciona polinucledtidos gque codificam
anticorpos anti-STEAP-1, vectores, células hospedeiras, métodos
de preparagdao de anticorpos anti-STEAP-1, imunoconjugados,
conjugados anticorpo-farmaco, formulacgdes farmacéuticas,
anticorpos anti-STEAP-1 e métodos de utilizacdo dos mesmos,
como definido nas reivindicagdes.

Na presente divulgacdo, é proporcionado um anticorpo que
se liga a STEAP-1, em que o anticorpo compreende um dominio
varidvel da cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos
apresentada na Figura 2A (SEQ ID NO:6) ou um dominio variavel
da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos
apresentada na Figura 2B (SEQ ID NO:9). Na divulgagédo, ¢é
proporcionado um anticorpo que se liga a STEAP-1, em que O
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anticorpo compreende um dominio varidvel da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na
Figura 2A (SEQ ID NO:6) e um dominio varidvel da cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na
Figura 2B (SEQ ID NO:9).

Na divulgacédo, € proporcionado um anticorpo que se liga a
STEAP-1, em gue o anticorpo compreende um dominio varidvel da
cadeia pesada possuindo pelo 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 sequéncia com uma sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NOs:9 ou 10. O anticorpo pode compreender um dominio
varidvel da cadeia pesada de SEQ ID NO:10. O anticorpo pode
compreender uma regido de esqueleto 1 de um dominio varidvel da
cadeia pesada de SEQ ID NO:25.

0O anticorpo pode compreender um dominio varidvel da cadeia
leve possuindo pelo 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 9299% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:6.
O anticorpo pode compreender um dominio varidvel da cadeia leve
de SEQ ID NO:6.

E proporcionado um anticorpo que se liga a STEAP-1, em que
o anticorpo compreende um dominio wvaridvel da cadeia pesada
possuindo pelo 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
sequéncia com uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:9 ou
10. O anticorpo pode compreender um dominio varidvel da cadeia
pesada de SEQ ID NO:10. O anticorpo pode compreender uma regiao
de esqueleto 1 de um dominio wvaridvel da cadeia pesada de
SEQ ID NO:25. O anticorpo pode compreender ainda um dominio
variadvel da cadeia leve possuindo pelo 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 sequéncia com uma sequéncia de
aminocdcidos de SEQ ID NO:6. O anticorpo pode compreender um
dominio variavel da cadeia leve de SEQ ID NO:6.
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Em determinadas concretizacdes, é proporcionado um
polinucledtido de acordo com a reivindicagdo 1. Numa
concretizacdo, ¢é proporcionado um vector compreendendo ©
polinucledétido. Numa concretizacdo, é proporcionada uma célula
hospedeira compreendendo o vector. Numa concretizacdo, a célula
hospedeira é eucariota. Numa concretizacdo, a célula hospedeira
¢ uma célula de ovario de hamster chinés (CHO). Numa
concretizacdo, € proporcionado um método de preparacdo de um
anticorpo anti-STEAP-1, em que o método compreende a cultura da
célula hospedeira sob condicdes adequadas para a expressao do
polinucledétido que codifica o anticorpo, e o isolamento do

anticorpo.

Num aspecto, é proporcionado um anticorpo de acordo com a
reivindicagdo 7 ou a reivindicacdo 11, que se liga a STEAP-1
expressa na superficie de uma célula. Numa concretizacdo, o
anticorpo liga-se a um epitopo no interior de uma regido de
STEAP-1 humana ou de ratinho. Numa concretizacdo, a célula é
uma célula de mamifero. Numa concretizacdo, a célula é uma
célula humana. Numa concretizacdo, a célula é uma célula de
cancro. Numa concretizacdo a célula é uma célula da préstata,
do pulmdo ou do cdélon. Numa concretizacdo a célula de cancro é
uma célula de cancro da préstata. Em outra concretizacdo, a
célula é de uma metédstase de um cancro primadrio da prdéstata, do
pulmédo ou do cdélon.

O anticorpo € um anticorpo monoclonal. Numa concretizacgédo,
o anticorpo ¢ um fragmento de anticorpo seleccionado entre um
fragmento Fab, Fab'-SH, Fv, scFv ou (Fab'):. O anticorpo &
humanizado.

Na presente divulgacédo, ¢é proporcionado um método de
deteccédo da presenca de STEAP-1 numa amostra bioldgica, o método
compreendendo o contacto da amostra bioldgica com qualquer dos
anticorpos anteriores sob condicdes permissivas para ligacéo do
anticorpo a STEAP-1, e a deteccédo se é formado um complexo entre
o anticorpo e STEAP-1. A amostra bioldgica pode compreender
células da prdostata. A amostra bioldgica pode ser de um mamifero
que sofre ou se suspeita que sofre de uma desordem celular na
préstata e/ou uma desordem proliferativa celular de células ou
tecidos incluindo, mas nado se lhes limitando, cancro da
préstata, do pulmdo, do cdlon, da bexiga e ovariano e sarcoma
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de Ewing assim como metdstases de cancros primdrios da prdstata,
do pulmdo, do cdlon, da bexiga e ovariano e sarcoma de Ewing.
Veja—-se, por exemplo, (veja-se a Patente US 6,329,503; e
Rodeberg, D.A. et al., C(Clin. Cancer Res. 11(12):4545-4552
(2005)) .

Na presente divulgacdo ¢é proporcionado um método de
diagnéstico de uma desordem proliferativa celular associada a
expressdo aumentada de STEAP-1, o método compreendendo o
contacto de uma célula de teste com qualgquer dos anticorpos
anteriores; a determinagdo do nivel de expressao de STEAP-1 por
deteccédo da ligacdo do anticorpo a STEAP-1; e a comparacao do
nivel de expressdo de STEAP-1 pela célula de teste com o nivel
de expressao de STEAP-1 por uma célula de controlo, em que um
nivel superior de expresséo de STEAP-1 pela célula de teste em
comparagdo com a célula de controlo indica a presenca de uma
desordem proliferativa celular associada a expressao aumentada
de STEAP-1. A célula de teste pode ser uma célula de um paciente
que se suspeita possuir uma desordem proliferativa celular, tal
como uma desordem proliferativa da préstata. A desordem
proliferativa celular pode ser seleccionada entre desordens
celulares da proéstata incluindo, mas nado se 1lhes limitando,
cancro da proéstata. O método pode compreender a determinacdo do
nivel de expressdo de STEAP-1 na superficie da célula de teste
(tal como, por exemplo, uma célula de cancro da préstata) e a
comparacgdo do nivel de expressdo de STEAP-1 na superficie da
célula de teste com o nivel de expressdao de STEAP-1 na
superficie da célula de controlo (tal como, por exemplo, uma
célula normal da prdéstata outra que ndo uma célula da prdstata
em proliferacdo anormal).

E proporcionado um método de diagnéstico de uma desordem
proliferativa celular associada a um aumento de células, tais
como células da proéstata, que expressam STEAP-1, o método
compreendendo o contacto de células de teste numa amostra
bioldégica com qualquer dos anticorpos anteriores; a
determinacdo do nivel de anticorpo ligado as células de teste
na amostra por detecgcdo da ligacao do anticorpo a STEAP-1; e a
comparacdo do nivel de anticorpo ligado a células numa amostra
de controlo, em que o nivel de anticorpo ligado é€ normalizado
relativamente ao numero de células que expressam STEAP-1 nas
amostras de teste e de controlo, e em gque um nivel superior de
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anticorpo ligado na amostra de teste em comparagdoc com a amostra
de controlo indica a presenca de uma desordem proliferativa
celular associada a células que expressam STEAP-1.

E também proporcionado um método de deteccdo de STEAP-1
soluvel em sangue ou soro, o método compreendendo o contacto de
uma amostra de teste de sangue ou soro de um mamifero que se
suspeita sofrer de uma desordem proliferativa celular na
prdéstata com um anticorpo anti-STEAP-1 da invencdo e a deteccéo
de uma aumento na STEAP-1 soluvel na amostra de teste
relativamente a uma amostra de controlo de sangue ou soro de um
mamifero normal. O método de deteccdo pode ser Util como um
método de diagndéstico de uma desordem proliferativa celular na
préstata associada com um aumento na STEAP-1 soluvel em sangue
ou soro de um mamifero.

Num aspecto, o0s anticorpos da invencdo incluem anticorpos
manipulados com cisteina como definido na reivindicagdo 11,
onde um ou mais aminodcidos de um anticorpo progenitor estéo
substituidos por um aminodcido de cisteina livre como divulgado
em W02006/034488. Um anticorpo manipulado com cisteina
compreende um ou mais aminodcidos de cisteina livre possuindo
um valor de reactividade de tiol na gama de 0,6 a 1,0. Um
aminodcido de cisteina livre é um residuo de cisteina que foi
manipulado no anticorpo progenitor e nao faz parte de uma ponte
de dissulfureto. Os anticorpos manipulados com cisteina séao
Uteis para a fixacdo de compostos citotdxicos e/ou imagioldgicos
no local da cisteina manipulada através de, por exemplo, uma
maleimida ou um halogenocacetilo. A reactividade nucledéfila da
funcionalidade tiol de um residuo Cys com um grupo maleimida é
cerca de 1000 vezes superior comparativamente com qualguer outra
funcionalidade de aminocdcido numa proteina, tal como © grupo
amino dos residuos de lisina ou o grupo amino N-terminal. A
funcionalidade especifica de tiol em reagentes de iodoacetilo
e maleimida pode reagir com grupos amino, mas S&0 necessarios,
um pH superior (>9,0) e tempos de reacgdo mais longos (Garman,
1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic
Press, London).

Os anticorpos manipulados com cisteina podem ser Uteis no
tratamento do cancro e incluem anticorpos especificos para
receptores da superficie celular e transmembranares, e
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antigénios associados a tumores (TARA). Estes anticorpos podem
ser utilizados na forma de anticorpos nus (nao conjugados com
um fadrmaco ou a uma porc¢do marcadora) ou na forma de conjugados
anticorpo-farmaco (ADC). Os anticorpos manipulados com cisteina
da invencdo podem ser acoplados de modo especifico do local e
eficientemente com um reagente reactivo com tiol. O reagente
reactivo com tiol pode ser um reagente ligante multifuncional,
um reagente marcador de captura, um reagente fluordforo ou um
intermedidrio farmaco-ligante. O anticorpo manipulado com
cisteina pode ser marcado com um marcador detectavel,
imobilizado sobre um suporte de fase sdlida e/ou conjugado com
uma porgdo de farmaco. A reactividade de tiol ©pode ser
generalizada a qualquer anticorpo onde a substituicdo de
aminodcidos por aminodcidos de cisteina reactivos possa ser
efectuada dentro das gamas na cadeia leve seleccionadas entre
as gamas de aminodcidos: L-10 a L-20; L-38 a L-48; L-105 a L-
115; L-139 a L-149; L-163 a L-173; e dentro das gamas na cadeia
pesada seleccionadas entre as gamas de aminoadcidos: H-35 a H-
45; H-83 a H-93; H-114 a H-127; e H-170 a H-184, e na regiao Fc
dentro das gamas seleccionadas entre H-268 a H-291; H-319 a H-
344; H-370 a H-380; e H-395 a H-405, onde a numeracao das
posicdes de aminoadcidos se inicia na posigdo 1 do sistema de
numeracado de Kabat (Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD) e continua depois
sequencialmente como divulgado em WO 2006/034488. A
reactividade de tiol pode também ser generalizada a determinados
dominios de um anticorpo, tais como o dominio constante da
cadeia leve (CL) e dominios constantes da cadeia pesada, CHI1,
CH2 e CH3. As substituicdes por cisteina que resultam em valores
de reactividade de tiol de 0,6 e superiores podem ser feitas
nos dominios constantes da cadeia pesada ’ ’ ’
anticorpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente,
incluindo as subclasses de IgG: IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA e
IgA2. Estes anticorpos e as suas utilizacdes estdo divulgados
em WO 2006/034488.

Os anticorpos manipulados com cisteina da invencéo
preferivelmente retém a capacidade de ligacdo ao antigénio das
suas contrapartidas de anticorpo progenitoras de tipo selvagem.
Assim, os anticorpos manipulados com cisteina s&o capazes de se
ligar, de preferéncia especificamente, a antigénios. Estes

e pn de
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antigénios incluem, por exemplo, antigénios associados a
tumores (TAA), proteinas receptoras da superficie celular e
outras moléculas da superficie celular, proteinas
transmembranares, proteinas de sinalizacao, factores
reguladores da sobrevivéncia celular, factores reguladores da
proliferacdo celular, moléculas associadas a (e.g., gque se sabe
ou suspeita contribuirem funcionalmente para) desenvolvimento
de tecido ou diferenciacdo, linfdéquinas, citdéguinas, moléculas
envolvidas na regulagdo do ciclo celular, moléculas envolvidas
na vasculogénese e moléculas associadas a (e.g., gque se sabe ou
suspeita contribuirem funcionalmente para) angiogénese.

Um anticorpo da invencdo pode ser conjugado com outros
agentes reactivos com tiol em que o grupo reactivo é, por
exemplo, uma maleimida, uma iodoacetamida, um dissulfureto de
piridilo, ou outro parceiro de conjugagcdo reactivo com tiol
(Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.;
Brinkley, 1992, Bioconjugate Chem. 3:2; Garman, 1997, Non-
Radiocactive Labelling: A Practical Approach, Academic Press,
London; Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2; Hermanson, G. em
Bioconjugate Techniques (1996) Academic Press, San Diego,
pp. 40-55, 643-671). O parceiro pode ser um agente citotdxico
(e.g. uma toxina tal como doxorrubicina ou toxina de pertussis),
um fluordéforo tal como um corante fluorescente como fluoresceina
ou rodamina, um agente quelante para um metal de imagiologia ou
radioterapéutico, um marcador ou rétulo de deteccdo de peptidilo
ou nao peptidilo, ou um agente modificador da depuracao tal
como varios isdmeros de polietilenoglicol, um péptido que se
liga a um terceiro componente, ou outro hidrato de carbono ou
agente lipdéfilo.

Num aspecto, os anticorpos da invencao podem ser conjugados
com qualqgquer porgao marcadora que possa ser ligada
covalentemente ao anticorpo através de uma porcdo reactiva, uma
porcédo activada ou um grupo tiol reactivo de cisteina (Singh et
al. (2002) Anal. Biochem. 304:147-15; Harlow E. e Lane, D.
(1999) Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Springs
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Lundblad R.L.
(1991) Chemical Reagents for Protein Modification, 2nd ed. CRC
Press, Boca Raton, FL). O marcador ligado pode funcionar para:
(i) proporcionar um sinal detectéavel; (ii) interactuar com um
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segundo marcador para modificar o) sinal detectéavel
proporcionado pelo primeiro ou o segundo marcadores, e€.g. para
obter FRET (transferéncia de energia de ressondncia de
fluorescéncia); (iii) estabilizar interacgdes ou aumentar a
afinidade de ligacdo, com o antigénio ou o ligando; (iv) afectar
a mobilidade, e.g. mobilidade electroforética ou permeabilidade
celular através da carga, hidrofobicidade, formato ou outros
pardmetros fisicos, ou (v) proporcionar uma porcgado de captura,
para modular a afinidade para com o ligando, a ligacao
anticorpo/antigénio ou a complexacdo idnica.

Os anticorpos manipulados com cisteina marcados podem ser
uteis em ensaios de diagnéstico, e.g., para deteccdo da
expressdo de um antigénio de interesse em células, tecidos ou
soro especificos. Para aplicacgdes em diagndstico, o anticorpo
serd tipicamente marcado com uma porcdo detectdvel. Estéo
disponiveis numerosos marcadores que podem ser genericamente
agrupados nas seguintes categorias:

Radioisdétopos (radionuclidos), tais como 3H, 11C, 4C, 18F,
32p, 355, 64Cu, 6%Ga, 86y, 99Tc, 111In, 1231, 1241, 1257, 1317, 133Xe,
1771, 2YAt ou 2413Bi. Os anticorpos marcados com radioisdtopos
sdo uUteis em experiéncias de imagiologia direccionadas a
receptores. O anticorpo pode ser marcado com reagentes ligandos
que se ligam, guelatam ou de outro modo se complexam com um
radiocisétopo de metal em gue o reagente é reactivo com o tiol
da cisteina manipulada do anticorpo, utilizando as técnicas
descritas em Current Protocols in Immunology, Volumes 1 e 2,
Coligen et al., Ed. Wiley-Interscience, New York, NY, Pubs.

(1991). Os 1ligandos quelantes que podem complexar um 1&o0
metédlico incluem DOTA, DOTP, DOTMA, DTPA e TETA (Macrocyclics,
Dallas, TX). Os radionuclidos podem ser direccionados por via

de complexacdo com os conjugados anticorpo-farmaco da invencéo
(Wua et al. (2005) Nature Biotechnology 23(9):1137-1146).

Os reagentes ligantes tais como DOTA-maleimida (4-
maleimidobutiramidobenzil-DOTA) podem ser preparados pela
reacgdo de aminobenzil-DOTA com A4acido 4-maleimidobutirico
(Fluka) activado com isopropilcloroformiato (Aldrich), seguindo
0 procedimento de Axworthy et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97(4) :1802-1807) . Os reagentes DOTA-maleimida reagem com 0OS
aminodcidos de cisteina livres dos anticorpos manipulados com
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cisteina e proporcionam um ligando complexante de metais no
anticorpo (Lewis et al. (1998) Bioconj. Chem. 9:72-86). Os
reagentes marcadores ligantes gquelantes tais como DOTA-NHS
(mono (éster de N-hidroxissuccinimida) do &cido 1,4,7,10-tetra-
azaciclododecano-1,4,7,10-tetra-acético) estdo comercialmente
disponiveis (Macrocyclics, Dallas, TX) . A imagiologia
direccionada para receptores com anticorpos marcados com
radionuclidos pode proporcionar um marcador de activacdo de
vias por deteccdo e quantificacdo da progressiva acumulacao de
anticorpos em tecido tumoral (Albert et al. (1998) Bioorg. Med.
Chem. Lett. 8:1207-1210). Os radio-metais conjugados podem
permanecer intracelulares apds degradacdo lisossdmica.

Os complexos metal—-quelato adequados como marcadores de
anticorpos para experiéncias de imagiologia estdao divulgados:
Uus 5,342,606; US 5,428,155; US 5,316,757; US 5,480,990;
Us 5,462,725; US 5,428,139; US 5,385,893; US 5,739,294;
Uus 5,750,660; US 5,834,456; Hnatowich et al. (1983) J. Immunol.
Methods 65:147-157; Meares et al. (1984) Anal. Biochem. 142:68-
78; Mirzadeh et al. (1990) Bioconjugate Chem. 1:59-65; Meares
et al. (1990) J. Cancer 1990, Suppl. 10:21-26; Izard et al.
(1992) Bioconjugate Chem. 3:346-350; Nikula et al. (1995) Nucl.
Med. Biol. 22:387-90; Camera et al. (1993) Nucl. Med. Biol.
20:955-62; Kukis et al. (1998) J. Nucl. Med. 39:2105-2110; Verel
et al. (2003) J. Nucl. Med. 44:1663-1670; Camera et al. (1994)
J. Nucl. Med. 21:640-646; Ruegg et al. (1990) Cancer Res.
50:4221-4226; Verel et al. (2003) J. Nucl. Med. 44:1663-1670;
Lee et al. (2001) Cancer Res. 61:4474-4482; Mitchell, et al.
(2003) J. Nucl. Med. 44:1105-1112; Kobayashi et al. (1999)
Bioconjugate Chem. 10:103-111; Miederer et al. (2004) J. Nucl.
Med. 45:129-137; DeNardo et al. (1998) Clinical Cancer Research
4:2483-90; Blend et al. (2003) Cancer  Biotherapy &
Radiopharmaceuticals 18:355-363; Nikula et al. (1999) J. Nucl.
Med. 40:166-76; Kobayashi et al. (1998) J. Nucl. Med. 39:829-
36; Mardirossian et al. (1993) Nucl. Med. Biol. 20:65-74;
Roselli et al. (1999) Cancer Biotherapy & Radiopharmaceuticals,
14:209-20.

(b) Os marcadores fluorescentes tais como qguelatos de
terras-raras (quelato de eurdpio), tipos de fluoresceina
incluindo FITC, 5-carboxifluoresceina, 6-carboxifluoresceina;
tipos de rodamina incluindo TAMRA; dansilo; Lissamina;
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cianinas; ficoeritrinas; Vermelho Texas; e seus anadlogos. Os
marcadores fluorescentes podem ser conjugados com anticorpos
utilizando as técnicas divulgadas em Current Protocols 1in
Immunology, supra, por exemplo. Os corantes fluorescentes e
reagentes marcadores fluorescentes incluem aqueles que estéo
comercialmente disponiveis da Invitrogen/Molecular Probes
(Eugene, OR) e Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL).

(c) Varios marcadores enzima-substrato estdo disponiveis
ou divulgados (US 4275149). A enzima geralmente catalisa uma
alteracdo quimica de um substrato cromogénico que pode ser
medida utilizando varias técnicas. Por exemplo, a enzima pode
catalisar uma alteracdo de cor num substrato, que pode ser
medida espectrofotometricamente. Alternativamente, a enzima
pode alterar a fluorescéncia ou quimioluminescéncia do
substrato. Estdo descritas acima técnicas para a quantificacéo
de uma alteracéo na fluorescéncia. 0 substrato
gquimioluminescente fica electronicamente excitado através de
uma reacgdo quimica e pode entdo emitir luz que pode ser medida
(utilizando um quimiolumindémetro, por exemplo) ou doa energia
a um aceitador fluorescente. O0s exemplos de marcadores
enzimdticos incluem luciferases (e.g., luciferase de pirilampo
e luciferase bacteriana; US 4,737,456), luciferina, 2,3-di-
hidroftalazinodionas, maleato-desidrogenase, urease,
peroxidase tal como peroxidase de rabano (HRP), fosfatase
alcalina (AP), —galactosidase, glucoamilase, lisozima,
sacarido-oxidases (e.g., glucose-oxidase, galactose-oxidase e
glucose-6-fosfato-desidrogenase), oxidases heterociclicas
(tais como uricase e xantina-oxidase), lactoperoxidase,
microperoxidase. Estdo descritas técnicas para a conjugacédo de
enzimas aos anticorpos em O'Sullivan et al. (1981) "Methods for
the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme
Immunoassay", em Methods in Enzym. (ed J. Langone & H. Van
Vunakis), Academic Press, New York, 73:147-166.

Os exemplos de combinacgdes enzima-substrato incluem, por
exemplo:

(1) Peroxidase de rdbano (HRP) com hidrogénio-peroxidase como
substrato, em gque a hidrogénio-peroxidase oxida um
precursor de corante (e.g., ortofenilenodiamina (OPD) ou
cloridrato de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB)) ;
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(i1i) fosfatase alcalina (AP) com fosfato de para-nitrofenilo
como substrato cromogénico; e

(1id) -D-galactosidase ( -D-Gal) com um substrato cromogénico
(e.g., p-nitrofenil- -D-galactosidase) ou um substrato
fluorogénico 4-metilumbeliferil- -D-galactosidase.

Numerosas outras combinacdes enzima-substrato estao
disponiveis aos peritos na especialidade. Para uma reviséo
geral, veja-se US 4275149 e US 4318980.

Um marcador pode ser conjugado indirectamente com uma
cadeia lateral de aminodcido, uma cadeia lateral de aminoédcido
activada ou um anticorpo manipulado com cisteina. Por exemplo,
o anticorpo pode ser conjugado com biotina e qualgquer das trés
amplas categorias de marcadores acima mencionadas pode ser
conjugada com avidina ou estreptavidina, ou vice-versa. A
biotina 1liga-se selectivamente a estreptavidina e assim, o
marcador pode ser conjugado com o anticorpo desta maneira
indirecta. Alternativamente, para conseguir a conjugacao
indirecta do marcador com a variante polipeptidica, a variante
polipeptidica ¢ conjugada com um hapteno pequeno (e.qg.,
digoxina) e um dos diferentes tipos de marcadores acima
mencionados é conjugado com uma variante polipeptidica anti-
hapteno (e.g., anticorpo anti-digoxina). Assim, pode ser
conseguida a conjugacgao indirecta do marcador com a variante
polipeptidica (Hermanson, G. (1996) em Bioconjugate Techniques
Academic Press, San Diego).

Os anticorpos da presente invencao podem ser empregues em
qualguer método de ensaio conhecido, tal como ELISA, ensaios de
ligagédo competitiva, ensaios em sanduiche directos e indirectos
e ensaios de imunoprecipitacéo (zola, (1987) Monoclonal
Antibodies: A Manual of Technigques, pp. 147-158, CRC Press,
Inc.).

Um marcador de deteccdo pode ser util para a localizacéao,
visualizacdo e quantificacdo de um evento de ligacao ou
reconhecimento. Os anticorpos marcados da invengcdo podem
detectar receptores da superficie celular. Outra utilizacéao
para anticorpos marcados de forma detectdavel consiste num método
de imunocaptura a base de contas compreendendo a conjugacdo de
uma conta com um anticorpo marcado fluorescente e a deteccao de
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um sinal de fluorescéncia apds a ligacdo de um ligando.
Metodologias de detecgdo de ligacado similares utilizam o efeito
de ressonédncia plasménica de superficie (SPR) para medir e
detectar interacc¢des anticorpo-antigénio.

Os marcadores de deteccdo tais como corantes fluorescentes
e corantes quimioluminescentes (Briggs et al. (1997) "Synthesis
of Functionalised Fluorescent Dyes and Their Coupling to Amines
and Amino acids", J. Chem. Soc., Perkin-Trans. 1:1051-1058)
proporcionam um sinal detectdvel e sao geralmente aplicaveis
marcacdao de anticorpos, preferivelmente com as propriedades
seguintes: (i) o anticorpo marcado deverd produzir um sinal
muito elevado com baixo ruido de fundo de modo a gque pequenas
quantidades de anticorpos possam ser detectadas com
sensibilidade em ensaios tanto isentos de células como a base
de células; e (ii) o anticorpo marcado deverd ser fotoestével
de modo a que o sinal fluorescente possa ser observado,
monitorado e registado sem fotobranqueamento significativo.
Para aplicagbes que envolvem ligagédo na superficie celular de
anticorpo marcado a membranas ou superficies celulares,
especialmente células vivas, o0s marcadores preferivelmente
(iii) possuem boa solubilidade em &gua para conseguir uma
concentracao de conjugado eficaz e sensibilidade de deteccéao e
(iv) ndo sdo tdéxicos para células vivas de modo a néao
interromper os processos metabdlicos normais das células ou
causar morte celular prematura.

A quantificacgdo directa da intensidade de fluorescéncia
celular e a enumeracdo de eventos marcados por fluorescéncia,
e.g. ligacdo na superficie celular de conjugados péptido-
corante, podem ser conduzidas num sistema (FMAT® 8100 HTS
System, Applied Biosystems, Foster City, Calif.) que automatiza
a mistura-e—-leitura, ensaios ndo radioactivos com células vivas
ou contas (Miraglia, "Homogeneous cell- and bead-based assays
for high throughput screening using fluorometric microvolume
assay technology", (1999) J. of Biomolecular Screening 4:193-
204) . As utilizagdes de anticorpos marcados também incluem
ensaios de ligacdo a receptor da superficie celular, ensaios de
imunocaptura, ensaios imunossorventes com ligacao a
fluorescéncia (FLISA), clivagem por caspase (Zheng, "Caspase-3
controls both cytoplasmic and nuclear events associated with
Fas-mediated apoptosis in vivo", (1998) Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 95:618-23; US 6,372,907), apoptose (Vermes, "A novel assay
for apoptosis. Flow cytometric detection of phosphatidylserine
expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled
Annexin V" (1995) J. Immunol. Methods 184:39-51) e ensaios de
citotoxicidade. A tecnologia de ensaios fluorométricos em
microvolumes pode ser utilizada para identificar a infra- ou
supra-regulagdo de uma molécula que ¢é direccionada para a
superficie celular (Swartzman, "A homogeneous and multiplexed
immunoassay for high-throughput screening using fluorometric
microvolume assay technology", (1999) Anal. Biochem. 271:143-
51).

Os anticorpos marcados da invencdo sdo Uteis como
biomarcadores de imagiologia e sondas pelos varios métodos e
técnicas de imagiologia biomédica e molecular tais como: (i) MRI
(imagiologia por ressondncia magnética); (ii) MicroCT
(tomografia computadorizada) ; (iid) SPECT (tomografia
computadorizada com emissdo de fotdo UGnico); (iv) PET
(tomografia com emissdo de positrdes) Chen et al. (2004)
Bioconjugate Chem. 15:41-49; (v) bioluminescéncia;
(vi) fluorescéncia; e (vii) ultrassonografia. A
imunocintigrafia ¢é um procedimento de imagiologia em que
anticorpos marcados com substéncias radioactivas séo
administrados a um paciente animal ou humano e é obtida uma
imagem de locais no corpo onde o anticorpo se localiza (US
6528624) . Biomarcadores de imagiologia podem ser objectivamente
medidos e avaliados como indicadores de processos bioldgicos
normais, processos patogénicos, ou respostas farmacoldgicas a
uma 1intervencdo terapéutica. Os biomarcadores podem ser de
varios tipos: O Tipo 0 sdo marcadores da histdria natural de
uma doenga e correlacionam-se longitudinalmente com indices
clinicos conhecidos, e.g. avaliagdo por MRI de inflamacao
sinovial na artrite reumatdéide; Os marcadores do Tipo I capturam
o efeito de uma intervencédo de acordo com um mecanismo-de-acgao,
mesmo que O mecanismo possa nado estar associado a um resultado
clinico; os marcadores do Tipo II funcionam como pontos finais
sub-rogados onde a alteracgdo, ou o sinal, do biomarcador prevé
um beneficio clinico para "validar"™ a resposta direccionada,
tal como a erosdo éssea medida na artrite reumatdide por CT. Os
biomarcadores de imagiologia podem assim proporcionar
informacgao terapéutica farmacodindmica (PD) cerca de:
(i) expressdo de uma proteina alvo, (ii) ligagdo de um produto
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terapéutico a proteina alvo, i.e. selectividade, e (iii) dados
de depuragdo e semivida farmacocinética. As vantagens dos
biomarcadores de imagiologia in vivo relativamente aos
biomarcadores laboratoriais incluem: tratamento nao invasivo,
quantificédvel, avaliacdo da totalidade do corpo, dosagem e
avaliacdes repetitivas, 1i.e. multiplos pontos de tempo, e
efeitos potencialmente transferiveis de resultados pré-clinicos
(animais pequenos) para c¢linicos (humanos). Para algumas
aplicagdes, a bioimagiologia suplanta ou minimiza o nUmero de

experiéncias em animais em estudos pré-clinicos.

Os métodos de marcacgcdo de péptidos sdo bem conhecidos.
Veja-se Haugland, 2003, Molecular  Probes Handbook of
Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes,
Inc.; Brinkley, 1992, Bioconjugate Chem. 3:2; Garman, (1997)
Non—-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic
Press, London; Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2; Glazer et
al. (1975) Chemical Modification of Proteins. Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology (T.S. Work and
E. Work, Eds.) American Elsevier Publishing Co., New York;
Lundblad, R.L. e Noyes, C.M. (1984) Chemical Reagents for
Protein Modification, Vols. I e 1II, CRC Press, New York;
Pfleiderer, G. (1985) "Chemical Modification of Proteins",
Modern Methods in Protein Chemistry, H. Tschesche, Ed., Walter
DeGryter, Berlin e New York; e Wong (1991) Chemistry of Protein
Conjugation and Cross-1inking, CRC Press, Boca Raton, Fla.); De
Leon-Rodriguez et al. (2004) Chem. Eur. J. 10:1149-1155; Lewis
et al. (2001) Bioconjugate Chem. 12:320-324; Li et al. (2002)
Bioconjugate Chem. 13:110-115; Mier et al. (2005) Bioconjugate
Chem. 16:240-237.

Péptidos e proteinas marcados com duas por¢gdes, um repdrter
fluorescente e um extintor em proximidade suficiente para
sofrerem transferéncia de energia de ressonancia de
fluorescéncia (FRET). Grupos repdrter sdo tipicamente corantes
fluorescentes que sao excitados pela luz a um determinado
comprimento de onda e transferem energia para um Jgrupo
aceitador, ou extintor, com o desvio de Stokes apropriado para
emissdo ao brilho médximo. Os corantes fluorescentes incluem
moléculas com aromaticidade estendida, tais como fluoresceina
e rodamina, e seus derivados. O repdérter fluorescente pode ser
parcialmente ou significativamente extinto prela porcao
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extintora num péptido intacto. Apds clivagem do péptido por uma
peptidase ou uma protease, pode ser medido um aumento detectéavel
na fluorescéncia (Knight, C. (1995) "Fluorimetric Assays of
Proteolitic Enzymes", Methods 1in FEnzymology, Academic Press,
248:18-34) .

Os anticorpos marcados da invencdo podem também ser
utilizados como um agente de purificacdo por afinidade. Neste
processo, o anticorpo marcado é imobilizado numa fase sdélida
tal como resina Sephadex ou papel de filtro, utilizando métodos
bem conhecidos na especialidade. O anticorpo imobilizado é
colocado em contacto com uma amostra contendo o antigénio a
purificar, e depois o suporte &€ lavado com um solvente adegquado
que 1irad remover substancialmente todo o material na amostra
excepto o antigénio a purificar, gque estd ligado a variante
polipeptidica imobilizada. Finalmente, o suporte €& lavado com
outro solvente adequado, tal como tampdao de glicina, pH 5,0,
que ird libertar o antigénio da variante polipeptidica.

Os reagentes de marcacao tipicamente possuem uma
funcionalidade reactiva que pode reagir (i) directamente com um
tiol de cisteina de um anticorpo manipulado com cisteinas para
formar o anticorpo marcado, (ii) com um reagente ligante para
formar um intermedidrio ligante-marcador, ou (iii) com um
anticorpo ligante para formar o anticorpo marcado. A
funcionalidade reactiva dos reagentes de marcacao inclui:
maleimida, halogenoacetilo, éster succinimidilico de
iodoacetamida (e.g. NHS, N-hidroxissuccinimida), isotiocianato,
cloreto de sulfonilo, 2,6-diclorotriazinilo, éster de
pentafluorofenilo e fosforamidito, embora possam também ser
utilizados outros grupos funcionais.

Um grupo funcional reactivo exemplificativo é o éster de
N-hidroxissuccinimidilo (NHS) de um grupo carboxilo
substituinte de um marcador detectavel, e.g. biotina ou um
corante fluorescente. O éster NHS do marcador pode ser
preparado, isolado, purificado e/ou caracterizado, ou pode ser
formado in situ e feito reagir com um grupo nucledéfilo de um
anticorpo. Tipicamente, a forma carboxilo do marcador é activada
por reacgdo com alguma combinacdo de um reagente de
carbodiimida, e.qg. diciclo-hexilcarbodiimida,
diisopropilcarbodiimida, ou um reagente de urdnio, e.g. TSTU
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(tetrafluoroborato de O- (N-succinimidil)-N,N,N',N"'-
tetrametilurdénio, HBTU (hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-
il)-N,N,N',N'-tetrametilurdénio), ou HATU (hexafluorofosfato de
O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametilurdnio), um
activador, tal como 1l-hidroxibenzotriazole (HOBt) , e N-
hidroxissuccinimida para originar o éster NHS do marcador. Em
alguns casos, 0 marcador e o anticorpo podem ser acoplados por
activacéo in situ do marcador e reacg¢adao com o anticorpo para
formar o conjugado marcador-anticorpo num sé passo. Outros
reagentes de activacao e de acoplamento incluem TBTU
(hexafluorofosfato de 2-(lH-benzotriazo-1-il)-1-1,3, 3-
tetrametilurdnio), TEFH (2-fluoro—-hexafluorofosfato de
N,N',N",N"'-tetrametilurdnio), PyBOP (hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidinofosfénio, EEDQ (2-etoxi-

l-etoxicarbonil-1,2-di-hidroguinolina), DCC (diciclo-
hexilcarbodiimida); DIPCDI (diisopropilcarbodiimida), MSNT (1-
(mesitileno-2-sulfonil)-3-nitro-1H-1,2,4-triazole, e
halogenetos de arilsulfonilo, e.qg. cloreto de tri-

isopropilbenzenossulfonilo.

Compostos péptido de ligagdo a albumina-Fab da invencédo:

Os anticorpos podem ser fundidos com uma proteina de
ligacgdo a albumina. A ligacdo plasma-proteina pode ser um meio
eficaz para melhorar as propriedades farmacocinéticas de
moléculas de vida curta. A albumina é a proteina mais abundante
no plasma. Os péptidos de ligacdo a albumina sérica (ABP) podem
alterar a farmacodindmica de proteinas de dominios activos
fundidas, incluindo alteracdo da assimilacdo, penetracdo e
difusdao nos tecidos. Estes parametros farmacodindmicos podem
ser modulados por seleccdo especifica da sequéncia apropriada
do péptido que se liga a albumina sérica (US 20040001827). Foram
identificados uma série de péptidos de ligacdo a albumina por
rastreio com exibicdo em fagos (Dennis et al. (2002) "Albumin
Binding As A General Strategy For Improving The Pharmacokinetics
Of Proteins™ J Biol Chem. 277:35035-35043; WO 01/45746). Os
compostos da invencdo incluem sequéncias de ABP ensinadas por:
(1) Dennis et al. (2002) J Biol Chem. 277:35035-35043 nas
Tabelas III e IV, péagina 35038; (ii) US 20040001827 em [0076]
SEQ ID NOS: 9-22; e (iii) WO 01/45746 nas p&aginas 12-13. Os
Péptidos de Ligac¢do a Albumina (ABP)-Fab s&o manipulados por
fusdo de um péptidos de ligacdo a albumina com, por exemplo, ©
terminal C da cadeia pesada de Fab numa razdo estequiométrica
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de 1:1 (1 AaBP / 1 Fab). Ficou mostrado que a associacgdo destes
ABP-Fab com albumina aumentou a semivida do anticorpo em mais
de 25 vezes em coelhos e ratinhos. 0Os residuos Cys reactivos
acima descritos podem portanto ser introduzidos nestes ABP-Fab
e utilizados para conjugacdo especifica do local com farmacos
citotdxicos seguindo-se estudos in vivo em animais.

As sequéncias de péptidos de ligacdo a albumina
exemplificativas incluem, mas nao se lhes limitando, as
sequéncias de aminoadcidos listadas em SEQ ID NOS:80-84.

CDKTHTGGGSQRLMEDICLPRWGCLWEDDEF SEQ ID NO:80
QRLMEDICLPRWGCLWEDDF SEQ ID NO:81
QRLIEDICLPRWGCLWEDDEF SEQ ID NQO:82
RLIEDICLPRWGCLWEDD SEQ ID NO:83
DICLPRWGCLW SEQ ID NO:84

Conjugados Anticorpo-Farmaco

Noutro aspecto, a invencédo proporciona imunoconjugados, ou
conjugados anticorpo-fadrmaco (ADC), compreendendo um anticorpo
conjugado com um agente citotdéxico tal como um agente
quimioterapéutico, um farmaco, um agente inibidor do
crescimento, uma toxina (e.g., uma toxina enzimaticamente
activa de origem bacteriana, fungica, vegetal ou animal, ou
seus fragmentos), ou um isdétopo radiocactivo (i.e., um
radioconjugado) . S&o aqui também descritos métodos de
utilizacdo dos imunoconjugados. Num aspecto, o0s anti-STEAP-1
podem ser anticorpos covalentemente ligados a um agente
citotdéxico ou a um agente detectdvel como definido nas
reivindicacdes.

A utilizacdo de conjugados anticorpo-farmaco para a entrega
local de agentes citotdxicos ou citostéticos, i.e. féarmacos
para matar ou inibir células tumorais no tratamento de cancro
(Syrigos e Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-614;
Niculescu-Duvaz e Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26:151-
172; Patente U.S. 4,975,278) permite a entrega direccionada da
porgédo de farmaco a tumores, e a acumulacdo intracelular neles,
quando a administracdo sistémica destes agentes farmaco néo
conjugados pode resultar em niveis inaceitdveis de toxicidade
para células normais assim como as células tumorais que se
pretende eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15,
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1986) :603-05; Thorpe, (1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic
Agents In Cancer Therapy: A Review", em Monoclonal Antibodies
'84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera et al.

(ed.s), pp. 475-506). Procura-se assim a maxima eficdcia com o
minimo de toxicidade. Tanto anticorpos policlonais como
anticorpos monoclonais foram reportados como Uteis nestas
estratégias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol.
Immunother., 21:183-87). Os farmacos utilizados nestes métodos

incluem daunomicina, doxorrubicina, metotrexato e vindesina
(Rowland et al., (1986) supra). As toxinas wutilizadas em
conjugados anticorpo-toxina incluem toxinas bacterianas tais
como toxina diftérica, toxinas de plantas tais como ricina,
toxinas de molécula pequena tais como geldanamicina (Mandler et
al. (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581;
Mandler et al. (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-
1028; Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791),
maitansindéides (EP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93:8618-8623) e caliqueamicina (Lode et al. (1998)
Cancer Res. 58:2928; Hinman et al. (1993) Cancer Res. 53:3336-
3342). As toxinas podem fazer os seus efeitos citotdxicos e
citostdticos através de mecanismos incluindo ligacdo a
tubulina, ligacdo a ADN ou inibicdo de topoisomerase. Alguns
fadrmacos citotdxicos tendem a ser inactivos ou menos activos
quando conjugados com anticorpos grandes ou ligandos de
receptores de proteinas.

O ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetano, Biogen/Idec) €& um
conjugado anticorpo-radioisdétopo composto por um anticorpo
monoclonal IgGl capa de murino dirigido contra o antigénio CD20
encontrado na superficie de linfdécitos B normais e malignos e
radioisdétopo 1In ou ?2°Y ligado por um quelante ligante de
tioureia (Wiseman et al. (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-
77; Wiseman et al. (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig et al.
(2002) J. Clin. Oncol. 20(10) :2453-63; Witzig et al. (2002) J.
Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Embora o ZEVALIN tenha actividade
contra linfoma ndo hodgkiniano (NHL) de células B, a
administracdo resulta em citopenias graves e prolongadas na
maioria dos pacientes. 0O MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina,
Wyeth Pharmaceuticals), um conjugado de anticorpo e férmaco
composto por um anticorpo huCD33 ligado a caliqueamicina, foi
aprovado em 2000 para o tratamento de leucemia mieldide aguda
por injeccédo (Drugs of the Future (2000) 25(7):686; Patentes
us 4,970,198; 5,079,233; 5,585,089; 5,606,040; 5,693,762;
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5,739,116; 5,767,285; 5,773,001). O cantuzumab mertansina
(Immunogen, Inc.), um conjugado de anticorpo e fadrmaco composto
pelo anticorpo huC242 ligado através do ligante de dissulfureto
SPP a porcao de farmaco maitansindide, DM1, estd a avancar para
ensaios de Fase II para o tratamento de cancros que expressam
CanAg, tais como do cdédlon, pancredtico, géstrico e outros. O
MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.), um
conjugado de anticorpo e farmaco composto pelo anticorpo
monoclonal anti-antigénio de membrana especifico da prdstata
(PSMA) ligado a porgéo de farmaco maitansindide, DM1l, estad em
desenvolvimento para o potencial tratamento de tumores da
préstata. 0Os péptidos de auristatina, auristatina E (AE) e
monometilauristatina (MMAE) , andlogos sintéticos de
dolastatina, foram conjugados com anticorpos monoclonais
gquiméricos cBR96 (especificos para Lewis Y em carcinomas) e
cAC10 (especificos para CD30 em malignidades hematoldgicas)
(Doronina et al. (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784) e

estdo em desenvolvimento terapéutico.

Estdo aqui descritos agentes quimioterapéuticos uUteis na
geragao de imunoconjugados. Toxinas enzimaticamente activas e
seus fragmentos que podem ser utilizados incluem cadeia A da
difteria, fragmentos activos ndo ligantes de toxina diftérica,
cadeia A da exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia A da
ricina, cadeia A da abrina, cadeia A da modecina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPII e PAP-S), inibidor de Momordica
charantia, curcina, crotina, inibidor de Sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina, e o0s tricotecenos. Veja-se, e.g., WO 93/21232
publicado em 28 de Outubro, 1993. Estdo disponiveis uma
variedade de radionuclidos para a producdo de anticorpos
radioconjugados. Os exemplos incluem <212Bi, 1311, 131In, °0%¢v e
186Re. 0Os conjugados do anticorpo e do agente citotdéxico séo
preparados utilizando uma variedade de agentes de acoplamento
de proteinas bifuncionais tais como 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), iminotioclano
(IT), derivados Dbifuncionais de imidoésteres (tais como
adipimidato de dimetilo HC1l), ésteres activos (tais como
suberato de dissuccinimidilo), aldeidos (tais como
glutaraldeido), compostos bis-azido (tais como bis (p-
azidobenzoil)-hexanodiamina), derivados de bis-diazdénio (tais
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como bis-(p-diazdénio-benzoil)etilenodiamina), diisocianatos
(tais como 2,6-diisocianato de tolueno), e compostos bis-
activos de flUor (tais como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno).
Por exemplo, uma imunotoxina de ricina pode ser preparada como
descrito em Vitetta et al. (1987) Science, 238:1098. 0 acido 1-
isotiocianatobenzil-3-metildietilenotriaminopenta-acético (MX-
DTPA) marcado com carbono-14 é um agente quelante
exemplificativo para a conjugacdo de radionucledtidos com o

anticorpo (W094/11026).

Conjugados de um anticorpo e uma ou mais toxinas de
molécula pequena, tais como uma caliqueamicina, maitansindides,
dolastatinas, auristatinas, um tricoteceno e CC1l065, e o0s
derivados destas toxinas que tém actividade de toxina, séo
também aqui contemplados.

Maitansina e maitansindides

Um anticorpo (comprimento completo ou fragmentos) pode ser
conjugado com uma ou mais moléculas de maitansindide.

Os maitansindéides s&o inibidores mitdéticos que actuam por
inibicdo da polimerizacdo da tubulina. A maitansina foi pela
primeira vez isolada do arbusto da Africa oriental Maytenus
serrata (Patente U.S. 3896111). Subsequentemente, verificou-se
que determinados micrdébios também produzem maitansindides, tais
como maitansinol e ésteres em C-3 de maitansinol (Patente U.S.
4,151,042). O maitansinol sintético e seus derivados e analogos
estdo divulgados, por exemplo, nas Patentes U.S. 4,137,230;
4,248,870; 4,256,746; 4,260,608; 4,265,814; 4,294,757;
4,307,016; 4,308,268; 4,308,269; 4,309,428; 4,313,946;
4,315,929; 4,317,821; 4,322,348; 4,331,598; 4,361,650;
4,364,866; 4,424,219; 4,450,254; 4,362,663; e 4,371,533.

As porgdes de fadrmaco maitansindide sé&o porgdes de farmaco
atractivas em conjugados de anticorpo e fadrmaco pois sdo: (i)
de ©preparacdo relativamente acessivel por fermentacdo ou
modificacdo gquimica, derivatizacdo de produtos de fermentacéao,
(ii) susceptiveis de derivatizacdo com grupos funcionais
adequados para conjugagdo através dos ligantes ndo dissulfureto
com anticorpos, (iii) estédveis no plasma, e (iv) eficazes contra

uma variedade de linhas de células tumorais.
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Os compostos de maitansina adequados para utilizacdo como
porgcdes de farmaco maitansindéide sdo bem conhecidos na
especialidade, e podem ser isolados a partir de fontes naturais
de acordo com métodos conhecidos, produzidos utilizando
técnicas de engenharia genética (veja-se Yu et al. (2002) PNAS
99:7968-7973), ou maitansinol e andlogos de maitansinol
preparados sinteticamente de acordo com métodos conhecidos.

As porcdes de farmaco maitansindide exemplificativas
incluem as gue possuem um anel aromatico modificado, tais como:
C-19-descloro (US 4256746) (preparado por reducao com hidreto
de aluminio e litio de ansamitocina P2); C-20-hidroxi (ou C-20-
desmetilo) +/-C-19-descloro (Pat. US 4361650 e 4307016)
(preparados por desmetilacdo utilizando Streptomyces ou
Actinomyces ou descloracao utilizando LAH); e C-20-desmetoxi,
C-20-aciloxi (-OCOR) , +/-descloro (Pat. U.S. 4,294,757)
(preparados por acilacgdo utilizando cloretos de acilo), e o0s
que possuem modificagcdes em outras posicdes

As porcgdes de farmaco maitansindéide exemplificativas
também incluem as que possuem modificagdes tais como: C-9-SH
(US 4424219) (preparadas pela reaccao de maitansinol com H2S ou
P2Ss) ; C-1l4-alcoximetil (desmetoxi/CH20R) (US 4331598) ; C-14-
hidroximetilo ou aciloximetilo (CH2OH ou CH;OAc) (US 4450254)
(preparadas a partir de Nocardia); C-15-hidroxi/aciloxi

(US 4,364,866) (preparadas pela conversado de maitansinol por
Streptomyces); C-1b5-metoxi (Pat. US 4,313,946 e 4,315,929)
(isoladas de Trewia nudiflora); C-18-N-desmetilo (Pat.

UsS 4,362,663 e 4,322,348) (preparadas pela desmetilacao de
maitansinol por Streptomyces); e 4,5-desoxi (US 4371533)
(preparadas pela redugdo com tricloreto de titédnio/LAH de
maitansinol) .

Porgbes de farmaco maitansindide exemplificativas incluem:
DM1; DM3; e DM4, possuindo as estruturas:
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HiC,  CHCHS—3

DM1

CHa
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DM3
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em que a linha ondulada indica a fixagdo covalente do atomo de
enxofre do fadrmaco a um ligante (L) de um conjugado de anticorpo
e farmaco. O HERCEPTIN® (trastuzumab) ligado por SMCC a DM1 foi
reportado (WO 2005/037992 ).

Um conjugado de anticorpo e farmaco da presente invencéo
pode ser preparado de acordo com 0s procedimentos aqui
divulgados.
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conjugados de anticorpo e farmaco maitansindide
as seguintes estruturas e

Qutros
exemplificativos possuem

abreviaturas, (em que Ab é anticorpo e p é de 1 a cerca de 8):

Ab-SPP-DMI

Ab-SMCC-

DM

Os conjugados de anticorpo e fadrmaco exemplificativo em
que DM1 estd ligado através de um ligante BMPEO a um grupo tiol

do anticorpo possuem a estrutura e a abreviatura:

. o)
Q
| ~O Qs At
! N c
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onde Ab é anticorpo; n é 0, 1 ou 2; ep & 1, 2, 3 ou 4.

Os imunoconjugados contendo maitansindides, métodos para
0s preparar, e sua utilizacdo terapéutica, estdao divulgados,
por exemplo, nas Patentes U.S. 5,208,020; 5,416,064; 6,441,163
e Patente Europeia EP 0 425 235 BIl.

Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996)
descreveram imunoconjugados compreendendo um maitansindide
designado DM1 1ligado ao anticorpo monoclonal €242 dirigido
contra cancro colorrectal humano. Verificou-se que o conjugado
¢ altamente citotdxico para células de cancro do cdélon em
cultura, e apresentou actividade antitumoral num ensaio de
crescimento tumoral in vivo. Chari et al., Cancer Research
52:127-131 (1992) descrevem imunoconjugados em gue um
maitansinéide foi conjugado através de um ligante de
dissulfureto ao anticorpo murino A7 que se liga a um antigénio
em linhas celulares de cancro do c¢délon humano, ou a outro
anticorpo monoclonal murino TA.l1 que se liga ao oncogene
HER-2/neu. A citotoxicidade do conjugado TA.l-maitansondide foi
testada in vitro na linha celular de cancro da mama humano
SK-BR-3, que expressa 3 x 10° antigénios de superficie HER-2
por célula. O conjugado de farmaco conseguiu um grau de
citotoxicidade similar ao do fadrmaco maitansindide livre, que
podia ser aumentado aumentando o numero de moléculas de
maitansinéide por molécula de anticorpo. O conjugado A7-
maitansindéide apresentou baixa citotoxicidade sistémica em

ratinhos.

Os conjugados anticorpo anti-STEAP-l-maitansindide sao
preparados por ligagdo quimica de um anticorpo a uma molécula
de maitansindéide sem diminuicdo significativa da actividade
biolégica do anticorpo ou da molécula de maitansindide. Veja-se,
e.g., a Patente U.S. 5,208,020. Uma média de 3-4 moléculas de
maitansindéide conjugadas por molécula de anticorpo apresentou
eficdcia no aumento da citotoxicidade de células alvo sem
afectar negativamente a funcdo ou a solubilidade do anticorpo,
embora seja expectdvel qgque mesmo uma s molécula de
toxina/anticorpo aumente a citotoxicidade relativamente a
utilizagédo de anticorpo nu. Os maitansindides sdo bem conhecidos
na especialidade e podem ser sintetizados ©por técnicas
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conhecidas ou isolados a partir de fontes naturais. Os
maitansinéides adequados s&o divulgados, por exemplo, na
Patente U.S. 5,208,020 e nas outras patentes e publicacdes que
ndo patentes referidas acima. Os maitansindides preferidos sao
o0 maitansinol e anédlogos de maitansinol modificados no anel
aromdtico ou em outras posicdes da molécula de maitansinol,
tais como varios ésteres de maitansinol.

Existem muitos grupos ligantes conhecidos na especialidade
para a preparacado de conjugados anticorpo-maitansindide,
incluindo, por exemplo, 0s divulgados nas Patentes
U.s. 5,208,020, 6,441,163, ou na Patente EP 0 425 235 B1l, Chari
et al., Cancer Research 52:127-131 (1992), e US 2005/0169933A1.
Os conjugados anticorpo-maitansindide compreendendo a
componente ligante SMCC podem ser preparados como divulgado no
Pedido de Patente U.S. 11/141344, apresentado em 31 de Maio,
2005, "Antibody Drug Conjugates and Methods"™ Publicacao US
2005/0276812. Os grupos de ligacdo incluem grupos dissulfureto,
grupos tioéter, grupos labeis aos 4acidos, grupos fotolébeis,
grupos labeis a peptidases ou grupos léabeis a esterases, como
divulgado nas patentes acima identificadas. S&o aqui descritos
e exemplificados grupos de ligagdo adicionais.

Conjugados do anticorpo e maitansindéide podem ser
preparados utilizando uma variedade de agentes de acoplamento

de proteinas bifuncionais tais como 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4- (N-
maleimidometil)ciclo-hexano-1l-carboxilato de succinimidilo
(SMCC) , iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de

imidoésteres (tais como adipimidato de dimetilo-HCl), ésteres
activos (tais como suberato de dissuccinimidilo), aldeidos
(tais como glutaraldeido), compostos bis-azido (tais como

bis (p-azidobenzoil) -hexanodiamina), derivados bis—-diazdnio
(tais como bis- (p-diazdéniobenzoil)etilenodiamina),
diisocianatos (tais como 2,6-diisocianato de tolueno) e

compostos de fluor bis-activos (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Os agentes de acoplamento particularmente
preferidos incluem 3-(2-piridilditio)propionato de N-
succinimidilo (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737
(1978)) e 4-(2-piridiltio)pentanocato de N-succinimidilo (SPP)
para proporcionar uma ligacgdo dissulfureto.
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O ligante pode ser ligado a molécula de maitansindide em
vadrias posicgdes, dependendo do tipo de ligacdo. Por exemplo,
pode ser formada uma ligacdo éster por reacgdo com um grupo
hidroxilo utilizando técnicas de acoplamento convencionais. A
reaccdao pode ocorrer na posicdo C-3 possuindo um grupo
hidroxilo, na posicdo C-14 modificada com hidroximetilo, na
posicao C-15 modificada com um grupo hidroxilo, e na posicao C-
20 possuindo um grupo hidroxilo. Preferivelmente, a ligacgdo é
formada na posigcdo C-3 do maitansinol ou de um andlogo de
maitansinol.

Os anticorpos (comprimento completo ou fragmentos) podem
ser conjugados com uma ou mais moléculas de maitansindide. O
agente citotdéxico D pode ser um maitansindéide DM1. O ligante
pode ser seleccionado do grupo gue consiste em SPDP, SMCC, 1IT,
SPDP e SPP.

Auristatinas e dolostatinas

Um anticorpo pode ser conjugado com dolastatinas ou
andlogos peptidicos de dolostatina e derivados, as auristatinas
(Patentes Uus 5,635,483; 5,780,588) . Mostrou-se que as
dolastatinas e as auristatinas interferem com a dinédmica dos
microtubulos, a hidrdlise de GTP e a divisdo nuclear e celular

(Woyke et al. (2001) Antimicrob. Agents and Chemother.
45(12) :3580-3584) e possuem actividade anticancerosa
(US 5,663,149) e antifungica (Pettit et al. (1998) Antimicrob.
Agents Chemother. 42:2961-2965). A porcédo de farmaco de

dolastatina ou auristatina pode ser ligada ao anticorpo através
do terminal N (amino) ou do terminal C (carboxilo) da porgao de
farmaco peptidico (WO 02/088172).

As concretizagdes de auristatina exemplificativas incluem
as porcgdes de fadrmaco monometilauristatina DE e DF ligadas ao
terminal N, divulgadas em "Senter et al., Proceedings of the
American Association for Cancer Research, Volume 45, Abstract
Number 623, apresentado em 28 de Marco, 2004.

Uma concretizacdo de auristatina exemplificativa é a MMAE
(em que a linha ondulada indica a fixac&o covalente a um ligante
(L) de um conjugado de anticorpo e farmaco).
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MMAE

Outra concretizacdo exemplificativa de auristatina ¢é a
MMAF, em que a linha ondulada indica a fixacgd&o covalente a um
ligante (L) de um  conjugado de anticorpo e farmaco
(US 2005/0238649)

Concretizacdes exemplificativas adicionais compreendendo

MMAF

MMAE ou MMAF e varias componentes ligantes (aqui descritos
adiante) possuem as seguintes estruturas e abreviaturas (em que
Ab significa o anticorpo e p é de 1 a cerca de 8):
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Tipicamente, as porcgdes de fadrmaco a base de péptidos podem
ser preparadas por formacdo de uma ligacdo peptidica entre dois
ou mais aminoéacidos e/ou fragmentos peptidicos. Estas ligacgdes
peptidicas podem ser preparadas, por exemplo, de acordo com O
método de sintese em fase liquida (veja-se E. Schrdder e K.
Liibke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic
Press) que € bem conhecido no campo da quimica dos péptidos. As
porcdes de féarmaco de auristatina/dolastatina podem ser
preparadas de acordo com os métodos de: US 5,635,483; US
5,780,588; Pettit et al. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-
5465; Pettit et al. (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277;
Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725; Pettit et al.
(1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863; e Doronina
(2003) Nat Biotechnol 21(7):778-784.

Caliqueamicina

Um anticorpo pode ser conjugado com uma ou mais moléculas
de caligqueamicina. A familia de antibidéticos da caligqueamicina
é capaz de produzir quebras de ADN de cadeia dupla em
concentracdes sub-picomolares. Para a preparacao de conjugados
da familia da caliqueamicina, vejam-se as patentes US 5,712,374,
5,714,586, 5,739,116, 5,767,285, 5,770,701, 5,770,710,
5,773,001, 5,877,296 (todas da American Cyanamid Company). Os
andlogos estruturais de caliqueamicina que podem ser utilizados
incluem, mas ndo se lhes limitando, 11, 21, 31, N-acetil- 11,
PSAG e 1 (Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993),
Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928 (1998) e as
supramencionadas patentes U.S. da American Cyanamid). Outro
fdrmaco antitumoral com que o anticorpo pode ser conjugado &
QFA gque ¢é um antifolato. Tanto a caliqueamicina como o QFA
possuem locais de accado intracelulares e nao atravessam
prontamente a membrana plasmdtica. Portanto, a assimilacéo
celular destes agentes através de internalizacdo mediada por
anticorpos aumenta grandemente os seus efeitos citotdxicos.

Outros agentes citotdxicos

Outros agentes antitumorais que podem ser conjugados com
os anticorpos incluem BCNU, estreptozoicina, vincristina e 5-
fluorouracilo, a familia de agentes conhecidos colectivamente
como complexo LL-E33288 descrito nas patentes U.S. 5,053,394,
5,770,710, assim como esperamicinas (patente U.S. 5,877,296).
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As toxinas enzimaticamente activas e seus fragmentos que
podem ser utilizados incluem cadeia A da difteria, fragmentos
activos ndo ligantes de toxina diftérica, cadeia A da exotoxina
(de Pseudomonas aeruginosa), cadeia A da ricina, cadeia A da
abrina, cadeia A da modecina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas de Phytolaca
americana (PAPI, ©PAPII, e PAP-S), inibidor de Momordica
charantia, curcina, crotina, inibidor de Sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina e os tricotecenos. Veja-se, por exemplo, WO 93/21232
publicado em 28 de Outubro, 1993.

Estd também contemplado um imunoconjugado formado entre um
anticorpo e um composto com actividade nucleolitica (e.g., uma
ribonuclease ou uma ADN-endonuclease tal como uma
desoxirribonuclease; ADNase).

Para a destruicdo selectiva do tumor, o anticorpo pode
compreender um atomo altamente radioactivo. Estdo disponiveis
uma variedade de isdétopos radioactivos para a producdo de
anticorpos radioconjugados. Os exemplos incluem At<Zll, T131  T125,
Y?0, Relss, Rel®8, gSmld53, Bizl2, P32, Pb?2l?2 e isdtopos radioactivos
de Lu. Quando o conjugado ¢é utilizado para a deteccdo, pode
compreender um Aa&tomo radioactivo para estudos cintigréaficos,
por exemplo tc??® ou Il23, ou um marcador de spin para imagiologia
por ressondncia magnética nuclear (RMN) (também conhecida como
imagiologia por ressonédncia magnética, irm), tais como iodo-123
novamente, iodo-131, indio-111, f£luor-19, carbono-13, azoto-15,
oxigénio-17, gadolinio, manganés ou ferro.

Os radiomarcadores ou outros marcadores podem ser
incorporados no conjugado de maneiras conhecidas. Por exemplo,
o0 péptido pode ser biossintetizado ou pode ser sintetizado por
sintese quimica de aminodcidos utilizando precursores de
aminocdcidos adequados envolvendo, por exemplo, fltor-19 no
lugar de hidrogénio. Marcadores tais como tc?™ ou I123, Relf§,
Rel8® e In!'!! podem ser ligados através de um residuo de cisteina
no péptido. O itrio-90 pode ser ligado através de um residuo de
lisina. O método do IODOGEN (Fraker et al. (1978) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 80: 49-57 pode ser utilizado para
incorporar iodo-123. "Monoclonal Antibodies in
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Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989) descreve outros
métodos com detalhes.

Os conjugados do anticorpo e do agente citotdxico podem
ser preparados utilizando uma variedade de agentes de
acoplamento de proteinas bifuncionais tais como 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4— (N-
maleimidometil)ciclo-hexano-1l-carboxilato de succinimidilo
(sSMcCeC) , iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de
imidoésteres (tais como adipimidato de dimetilo HC1l), ésteres
activos (tais como suberato de dissuccinimidilo), aldeidos
(tais como glutaraldeido), compostos bis-azido (tais como
bis (p-azidobenzoil) -hexanodiamina), derivados bis—-diazdnio
(tais como diisocianatos de bis-(p-diazdéniobenzoil)etileno-
diamina), (tais como 2,6-diisocianato de tolueno) e compostos
de fllor bis-activos (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Por exemplo, uma imunotoxina de ricina pode
ser preparada como descrito em Vitetta et al., Science 238:1098
(1987) . Acido l-isotiocianatobenzil-3-metildietileno-
triaminopenta-acético (MX-DTPA) marcado com carbono-14 ¢é um
agente quelante exemplificativo para conjugacao de um
radionucledétido ao anticorpo. Veja-se W094/11026. 0O 1ligante
pode ser um "ligante clivavel" que facilita a libertacdo do
farmaco citotdxico na célula. Por exemplo, pode-se utilizar um
ligante 14bil aos &cidos, um ligante sensivel & peptidase, um
ligante fotoldbil, um ligante de dimetilo ou um ligante contendo
dissulfureto (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992);
Patente U.S. 5,208,020).

Os compostos contemplam ADC preparado com reagentes
reticulantes: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP,
SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-
KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, e sulfo-SMPB, e SVSB
((4-vinilsulfono)benzoato de succinimidilo) que estao
comercialmente disponiveis (e.g., de Pierce Biotechnology,
Inc., Rockford, IL., E.U.A). Vejam-se as paginas 467-498, 2003~
2004 Applications Handbook and Catalog.

Preparacdo de conjugados de anticorpo e farmaco:

Nos conjugados de anticorpo e farmaco (ADC) da invencéao,
um anticorpo (Ab) pode ser conjugado com 1 a 4 porcdes de
farmaco (D), através de um ligante (L) . Como o numero de porgdes
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de farmaco por anticorpo €& tipicamente um numero médio de todos
os conjugados numa populacdao de um conjugado de farmaco e
anticorpo, o numero de porgdes de farmaco por anticorpo pode
ndo ser um numero inteiro. O ADC de férmula I pode ser preparado
por varias vias, empregando reacgbes de quimica orgéanica,
condigcdes e reagentes conhecidos dos peritos na especialidade,
incluindo: (1) reacgdo de um grupo nucledéfilo de um anticorpo
com um reagente ligante bivalente, para formar Ab-L, através de
uma ligacdo covalente, seguida por reacg¢do com uma porcgao de
farmaco D; e (2) reaccdo de um grupo nucledéfilo de uma porcao
de farmaco com um reagente ligante bivalente, para formar D-1L,
através de uma ligagdo covalente, seguida por reacgdo com O
grupo nucledéfilo de um anticorpo. Sao agqui descritos métodos
adicionais para a preparacao de ADC.

Ab— (L-D)p Férmula 1
O ligante pode ser composto por um ou mais componentes

ligantes. As componentes ligantes exemplificativas incluem
6-maleimidocaproilo ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), valina-

citrulina ("val-cit"), alanina-fenilalanina ("ala-phe"), p-
aminobenziloxicarbonilo ("PAB"), N-Succinimidil-4-(2-
piridiltio)pentancato ("SPP"), N-Succinimidil-4-(N-maleimido-
metil)ciclo-hexano-l-carboxilato ("SMCC') e N-Succinimidil- (4-
iodoacetil)aminobenzoato ("SIAB") . Numa concretizacéao, o)
ligante ¢ valina-citrulina-p-aminobenziloxicarbonilo ("vc—
PAB"). Componentes ligantes adicionais sdo conhecidos na

especialidade e alguns sao aqui descritos.

Em algumas concretizacdes, o ligante pode compreender
residuos de aminocdcido. As componentes ligantes de aminoé&cidos
exemplificativas incluem um dipéptido, um tripéptido, a
tetrapéptido ou um pentapéptido. Os dipéptidos exemplificativos
incluem: valina-citrulina (vc ou val-cit), alanina-fenilalanina
(af ou ala-phe). Os tripéptidos exemplificativos incluem:
glicina-valina-citrulina (gly-val-cit) e glicina-glicina-
glicina (gly-gly-gly). Os residuos de aminodcido que constituem
uma componente ligante de aminodcidos incluem os de ocorréncia
natural, assim como aminocdcidos menores e andlogos de
aminocdcidos que ndo de ocorréncia natural, tais como a
citrulina. As componentes ligantes de aminodcidos podem ser
desenhadas e optimizadas na sua selectividade para clivagem
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enzimdtica por enzimas particulares, por exemplo, uma protease
associada a tumores, catepsina B, C e D, ou uma plasmina-
protease.

As estruturas de componentes ligantes exemplificativas

estdo mostradas adiante (em que a linha ondulada indica locais
de fixagdo covalente a outras componentes do ADC):
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Componentes ligantes exemplificativas adicionais e
abreviaturas incluem (em que o anticorpo (Ab) e o ligante estéo
representados, e p € 1 a cerca de 8):
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Os grupos nucledéfilos em anticorpos incluem, mas nédo se
lhes limitam: (i) grupos amino N-terminais, (ii) grupos amino
de cadeias laterais, e.g. lisina, (iii) grupos tiol de cadeias
laterais, e.g. cisteina, e (iv) grupos hidroxilo ou amino de
agucares quando o anticorpo estd glicosilado. Grupos amino,
tiol e hidroxilo s&o nucleéfilos e capazes de reagir para formar
ligagdes covalentes com grupos electrdfilos em porgdes ligantes
e reagentes ligantes incluindo: (i) ésteres activos tais como
ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos e halogenetos &acidos;
(11) halogenetos de algquilo e de benzilo tais Como
halogenocacetamidas; (iii) grupos aldeido, cetona, carboxilo e
maleimido. Certos anticorpos possuem dissulfuretos inter-
cadeias susceptiveis de reducdo, i.e. pontes de cisteinas. Os
anticorpos podem ser tornados reactivos para conjugagao com
reagentes ligantes por tratamento com um agente redutor tal
como DTT (ditiotreitol). Cada ponte de cisteinas 1ird assim
formar, teoricamente, dois nucledéfilos de tiol reactivo. Podem
ser introduzidos grupos nucledéfilos adicionais nos anticorpos
através da reacgdo de lisinas com 2-iminotiolano (reagente de
Traut) que resulta na conversao de uma amina num tiol. Os grupos
tiol reactivos podem ser introduzidos no anticorpo (ou seus
fragmentos) por introducgdo de um, dois, trés, quatro ou mais
residuos de c¢isteina (e.g., preparando anticorpos mutantes
compreendendo um ou mais residuos de aminodcido de cisteina néao

nativos).

Os conjugados de anticorpo e féarmaco da invengdo podem
também ser produzidos por modificacdo do anticorpo para
introduzir porcgdes electréfilas, que podem reagir com
substituintes nucledéfilos no reagente ligante ou no farmaco. Os
acucares de anticorpos glicosilados podem ser oxidados, e.g.
com reagentes oxidantes de periodato, para formar grupos aldeido
ou cetona que podem reagir com o grupo amino de reagentes
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ligantes ou porcgdes de fadrmaco. Os resultantes grupos imina de
bases de Schiff podem formar uma ligagdo estédvel, ou podem ser
reduzidos, e.g. por reagentes de boro-hidreto para formar
ligagdes amina estdveis. Numa concretizacdo, a reaccdo da porcgao
hidrato de carbono de um anticorpo glicosilado com galactose-
oxidase ou meta-periodato de sdédio pode originar grupos
carbonilo (aldeido e cetona) na proteina que podem reagir com
grupos apropriados no farmaco (Hermanson, Bioconjugate
Techniques) . Em outra concretizacao, proteinas contendo
residuos de serina ou de treonina N-terminais podem reagir com
meta-periodato de sdédio, resultando na producdo de um aldeido
no lugar do primeiro aminocdcido (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; US 5362852). Este aldeido pode

reagir com uma porcdo de fadrmaco ou um nucledéfilo ligante.

Do mesmo modo, grupos nucledfilos numa porgdo de fadrmaco
incluem, mas nao se lhes limitando: grupos amino, tiol,
hidroxilo, hidrazida, oxima, hidrazina, tio-semicarbazona,
hidrazinocarboxilato e aril-hidrazida capazes de reagir para
formar ligacdes covalentes com grupos electrdéfilos em porgdes
ligantes e reagentes ligantes incluindo: (i) ésteres activos
tais como ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos e halogenetos
4dcidos; (ii) halogenetos de algquilo e de benzilo tais como
halogenocacetamidas; (iii) grupos aldeido, cetona, carboxilo e
maleimido.

Os métodos para a conjugacao de ligante-porcgdes de farmaco
a proteinas direccionadas para células tais como anticorpos,
imunoglobulinas ou seus fragmentos encontram-se, por exemplo,
em US 5,208,020; US 6,441,163; WO 2005037992; WO 2005081711; e
WO 2006/034488.

Alternativamente, pode ser preparada uma proteina de fuséo
compreendendo o anticorpo e o agente citotdxico, e.g., por
técnicas recombinantes ou sintese peptidica. O comprimento do
ADN pode compreender regides respectivas que codificam as duas
porcdes do conjugado adjacentes uma em relacgdo a outra ou
separadas por uma regido que codifica um péptido ligante que
ndo destrdéi as propriedades desejadas do conjugado.

O anticorpo pode ser conjugado com um "receptor" (tal como
estreptavidina) para utilizacdo em pré-direccionamento para
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tumores em gque o conjugado anticorpo-receptor € administrado ao
paciente, seguindo-se a remogdo de conjugado nao ligado da
circulacao utilizando um agente de depuracao e depois
administracdo de um "ligando" (e.g., avidina) que estéd conjugado
com um agente citotdxico (e.g., um radionucledtido).

0 agente citotdéxico, D, pode ser uma auristatina de férmula
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e em que R? e R® sdo, cada um, metilo, R® e R?* sdo, cada um
isopropilo, R’ & sec-butilo, cada R® ¢é independentemente
seleccionado entre CHs, O-CH:, OH e H; R° & H; R0 & arilo; 7 é
-0- ou -NH-; R!1 é H, alquilo C;-Csg ou - (CHz)2-0-(CHz)2-0- (CHz) 2—
O-CHs3; e R!® é —-C(R®)2-C(R®)z,—arilo; e

De ou Dr

(d) p varia de cerca de 1 a 8.

Séo adicionalmente proporcionadas as seguintes
caracteristicas para qualquer dos imunoconjugados anteriores.
Numa concretizacdo, um imunoconjugado possul actividade de
morte celular in vitro ou in vivo. Numa concretizacdo, o ligante
¢ ligado ao anticorpo através de um grupo tiol no anticorpo.
Numa concretizacdo, o ligante é clivédvel por uma protease. Numa
concretizacdo, o ligante compreende um dipéptido val-cit. Numa
concretizacdo, o ligante compreende uma unidade p-aminobenzilo.
Numa concretizacdo, a unidade p-aminobenzilo estd disposta

entre o fdrmaco e um local de clivagem por protease no ligante.

Numa concretizacéao, a unidade p—aminobenzilo é P-
aminobenziloxicarbonilo (PAB). Numa concretizacdo, o ligante
compreende 6-maleimidocaproilo. Numa concretizacéao, o 6-

maleimidocaproilo estd disposto entre o anticorpo e um local de
clivagem por protease no ligante. As concretizagdes anteriores
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podem ocorrer singularmente ou em qualguer combinacido umas com
as outras.

z

Numa concretizacdo, o farmaco € seleccionado entre MMAE e
MMAF. Numa concretizacdo, o conjugado anticorpo-farmaco possui
a férmula
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em que Ab ¢é o anticorpo anti-STEAP-1 como definido na
reivindicacdo 11, S é um adtomo de enxofre, e p varia de 1 a 4.

Numa concretizacdo, o imunoconjugado possui a fdérmula
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em que Ab €& o anticorpo anti-STEAP-1 como definido na
reivindicacdo 11, S é um atomo de enxofre, e p varia de 1 a 4.

Métodos de imagiologia com anticorpos marcados:

Em outra concretizacdo da invencdo, anticorpos manipulados
com cisteina podem ser marcados através do tiol da cisteina com
radionuclidos, corantes fluorescentes, porcdes de substrato que
desencadeiam Dbioluminescéncia, porcdes de substrato que
desencadeiam quimioluminescéncia, enzimas e outros marcadores
de deteccdo para experiéncias de imagiologia com aplicacgbes em
diagnéstico, farmacodinémicas e terapéuticas. Geralmente, o
anticorpo marcado manipulado com cisteina, i.e. "biomarcador"
ou "sonda", é administrado por injeccdo, perfusdo ou ingestéao
oral a um organismo vivo, e.g. um ser humano, um roedor ou outro
animal pequeno, um o6rgdo perfundido ou uma amostra de tecido.
A distribuicdo da sonda € detectada ao longo do tempo e &
representada numa imagem.

Artigos de Fabrico:

E proporcionado um artigo de fabrico, ou "kit", contendo
materiais Gteis para o tratamento das desordens acima descritas.
O artigo de fabrico compreende um recipiente e um rdétulo ou
bula de embalagem sobre, ou associados ao recipiente. Os
recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos,



EP 2 502 938/PT
42

seringas, embalagem de blister, etc. Os recipientes podem ser
formados a partir de uma variedade de materiais tais como vidro
ou pléstico. O recipiente contém uma composicdo de conjugado
anticorpo-farmaco (ADC) que ¢é eficaz para o tratamento da
condicdo e pode ter uma porta de acesso estéril (por exemplo o
recipiente pode ser um saco de solugdo intravenosa ou um frasco
possuindo uma tampa perfurdvel por uma agulha de injeccgéo
hipodérmica). Pelo menos um agente activo na composicdo é um
ADC. O roétulo ou bula de embalagem indicam que a composicao é
utilizada para o tratamento da condicdo de eleicgao, tal como o
cancro. Alternativamente, ou adicionalmente, o artigo de
fabrico pode compreender ainda um segundo (ou terceiro)
recipiente compreendendo um tampdo farmaceuticamente aceitével,
tal como &gua bacteriostédtica para injeccdo (BWFI), solucéo
salina tamponada com fosfato, solucdo de Ringer e solucgdo de
dextrose. Pode ainda incluir outros materiais desejaveis de um
ponto de vista comercial e do utilizador, incluindo outros
tampdes, diluentes, filtros, agulhas e seringas.

Composicdes farmacéuticas:

Num aspecto, ¢é proporcionada uma formulacdo farmacéutica
compreendendo o conjugado como definido na reivindicacao 14 (i)
e um transportador farmaceuticamente aceitdvel. Num aspecto,
sdo proporcionadas composigdes farmacéuticas para utilizacéo
num método de tratamento de um cancro da prdéstata, do pulmido ou
do célon. O cancro da préstata, do pulméo ou do cdlon podem ser
uma metdstase de um cancro primdrio da proéstata, do pulmdo ou
do cdélon. O cancro pode estar associado a uma expressao
aumentada de STEAP-1 na superficie de uma célula.

E proporcionado um método de inibicdo da proliferacéo
celular, em que o método compreende a exposicdo de uma célula
a qualquer dos imunoconjugados anteriores sob condicgdes
permissivas a ligacdo do imunoconjugado a STEAP-1. A célula da
prostata, do pulmédo, do cdlon, da bexiga ou do ovario ou de
sarcoma de Ewing pode ser uma célula tumoral. A célula tumoral
pode ser uma célula de tumor da préstata, do pulméo, do cdlon,
da bexiga ou do ovario ou uma célula de sarcoma de Ewing de um
mamifero que sofre ou se suspeita que sofra de uma desordem
proliferativa de células da prdstata, do pulmdo, do cdlon, da
bexiga ou de células de sarcoma de Ewing incluindo, mas ndo se
lhes limitando, uma metédstase de um tumor de cancro primario da
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préstata, do pulmdo, do cdélon, da bexiga ou de um tumor de
sarcoma de Ewing. A célula da préstata, do pulmdo, do cdélon, da
bexiga ou de sarcoma de Ewing pode ser um xenoenxerto. A

exposicado pode ocorrer in vitro ou in vivo.

E também proporcionado um método de utilizacdo do anticorpo
anti-STEAP-1 da invengdo para o ensaio de STEAP-1 solavel em
soro num mamifero que sofre de uma desordem proliferativa
celular da préstata, do pulmdo ou do cdlon (ou metdstase de uma
incidéncia primaria desta desordem), medicdo da progressao ou
regressdo clinica das doencas, ou avaliacdo da carga ou relapso
tumorais.

BREVE DESCRIQAO DAS FIGURAS

A patente ou pedido de patente contém pelo menos um desenho
executado a cores. Cépias da publicacdo da patente ou do pedido
de patente com figura(s) a cores serao proporcionados pelo
Instituto por requerimento e pagamento das taxas necesséarias.

A Figura 1 representa a sequéncia de aminodcidos de STEAP-1
humana (SEQ ID NO:1) alinhada com STEAP-1 de ratinho e de macaco
Cynomolgus (cyno) (SEQ ID NOs:2 e 3, respectivamente). Os
dominios extracelulares 1, 2 e 3 estdo rotulados e marcados por
caixas sombreadas.

Figuras 2A-2B: A Figura 2A representa a sequéncia de
aminocdcidos da regido variavel da cadeia leve de anticorpo anti-
STEAP-1 murino 120.545 alinhada com o anticorpo quimera (quimera
120) e anticorpo humanizado (enxerto 120) e alinhada com a
sequéncia humana do subgrupo III. As CDR estdo em caixas (CDR-
L1, CDR-L2 e CDR-L3). As sequéncias que abracam as CDR sdo as
sequéncias de esqueleto (“Framework') (FR-L1 a FR-L4). As
sequéncias estdo numeradas de acordo com a numeracdo de Kabat.
As CDR de Kabat, de Chothia e de contacto estdo indicadas
préximo das CDR em caixas. A Figura 2B representa a sequéncia
de aminocdcidos da regido varidvel da cadeia pesada de anticorpo
anti-STEAP-1 murino (120.545) alinhada com o anticorpo quimera
(quimera 120) e o anticorpo humanizado (enxerto 120) e alinhada
com a sequéncia capa I humana. As variantes humanizadas 24, 37,
48, 67 e 37/48, 67, 71 e 78 foram preparadas fazendo as seguintes
alteracdes de aminodcidos: A24V, V37I, V48M, F67I e L78F na
cadeia pesada do anticorpo enxerto 120. As CDR estdo em caixas.
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As sequéncias FR-H1, FR-H2, FR-H3 e FR-H4 abracam as CDR (CDR-
H1, CDR-H2 e CDR-H3). As sequéncias estdo numeradas de acordo
com a numeracado de Kabat. As CDR de Kabat, de Chothia e de
contacto estdo indicadas prdéximo das CDR em caixas.

As Figuras 3A e 3B mostram sequéncias de esqueleto de
consenso varidveis pesadas (VH) humanas aceitadoras
exemplificativas para wutilizacdo na préatica da presente
invencdo com identificadores de sequéncia como se segue, onde
as SEQ ID NO das FR estdo enumeradas pela ordem FR-H1, FR-HZ,
FR-H3, FR-H4:

e esqueleto de consenso de VH humana do subgrupo I "A" menos
as CDR de Kabat (SEQ ID NOs:26, 27, 28, 29).

e esqueletos de consenso de VH humana do subgrupo 1 "B", "C"
e "D" menos as regides hipervariaveis prolongadas
(SEQ ID NOs:30, 31, 28, 29; SEQ ID NOs:30, 31, 32, 29; e
SEQ ID NOs:30, 31, 33, 29).

e esqueleto de consenso de VH humana do subgrupo II "A" menos
as CDR de Kabat (SEQ ID NOs:34, 35, 36, 29).

e esqueletos de consenso de VH humana do subgrupo II "B", "C"
e "D" menos as regides hipervaridveis prolongadas
(SEQ ID NOs:37, 38, 36, 29; SEQ ID NOs:37, 38, 39, 29; e
SEQ ID NOs:37, 38, 40, 29).

e esqueleto de consenso de VH humana do subgrupo III "A" menos
as CDR de Kabat (SEQ ID NOs:41, 42, 43, 29).

e esqueletos de consenso de VH humana do subgrupo III "B", "C"
e "p" menos as regiodes hipervaridveis prolongadas
(SEQ ID NOs:44, 45, 43, 29; SEQ ID NOs:44, 45, 46, 29; e
SEQ ID NOs:44, 45, 46, 29).

e esqueleto de VH humana aceitador 1 "A"™ menos as CDR de Kabat
(SEQ ID NOs:48, 42, 49, 29).

e esqueletos de VH humana aceitadores "B" e "C" menos as
regides hipervaridveis prolongadas (SEQ ID NOs:44, 45, 49,
29; e SEQ ID NOs:44, 45, 50, 29).

e esqueleto de VH humana aceitadora 2 "A" menos as CDR de Kabat
(SEQ ID NOs:48, 42, 51, 29).

e esqueleto de VH humana aceitador 2 "B," "C," e "D" menos as
regides hipervaridveis prolongadas (SEQ ID NOs:44, 45, 51,
29; SEQ ID NOs:44, 45, 52, 29; e SEQ ID NOs:44, 45, 53, 29).
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As Figuras 4A e 4B mostram sequéncias de esqueleto de
consenso variaveis leves (VL) humanas aceitadoras
exemplificativas para wutilizacdo na préatica da presente
invencdo com identificadores de sequéncia como se segue:

e esqueleto de consenso de VL humana capa do subgrupo I-1 ( vl-
1): SEQ ID NOs:54, 55, 56, 57

e esqueleto de consenso de VL humana capa do subgrupo I ( vl) :
SEQ ID NOs:54, 58, 56, 57

¢ esqueleto de consenso de VL humana capa do subgrupo II ( v2):
SEQ ID NOs:58, 59, 60, 57

e esqueleto de consenso de VL humana capa do subgrupo III
( v3): SEQ ID NOs:61, 62, 63, 57

¢ esqueleto de consenso de VL humana capa do subgrupo IV ( vd) :
SEQ ID NOs:64, 65, 66, 57.

A Figura 5 representa alinhamentos de sequéncias da regido
Fc de IgG humana de sequéncia nativa, humIgGl (alotipo nao A,
SEQ ID NO0O:85; e alotipo A, onde a sequéncia de aminodcidos SREEM
no interior de SEQ ID NO:85 ¢é alterada para SRDEL), humIgG2
(SEQ ID NO:86), humIgG3 (SEQ ID NO:87) e humIgG4 (SEQ ID NO:88)
com diferengas entre as sequéncias marcadas com asteriscos. Os
nimeros em cima das sequéncias representam o sistema de
numeracdo EU. E também mostrada uma regido constante capa
exemplificativa.

As Figuras 6A-6D representam uma andlise FACS normalizada
para o nivel de exibicdo de cada anticorpo ou variante em fagos.
A Figura 6A mostra os desvios de FACS em células gque expressam
STEAP-1 (LB50) para gquatro anticorpos exemplificativos. A
Figura 6B mostra os desvios de FACS em células gue ndo expressam
STEAP-1 (S408) para varios anticorpos como indicado na figura
e no Exemplo 1. As Figuras 6C e 6D sao alinhamentos de desvios
de FACS apds normalizaclo para niveis de exibicdo em fagos.

As Figuras 7A-7F representam graficamente andlises FACS
que mostram a ligacao de anticorpos anti-STEAP-1 murino, gquimera
e versao 24 humanizada a STEAP-1 humana expressa na superficie
celular. As Figuras 7A-7C indicam que anti-STEAP-1 murino 120,
gquimera 120 e humanizado 120v.24 se ligam a STEAP-1 humana e de
macaco Cynomolgus, mas nao a STEAP-1 de ratinho. As Figuras 7D-
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7F sdo graficos de FACS que mostram a ligacdo de 120 murino,
quimera 120 e humanizado 120v.24 (clone 67) a STEAP-1 humana
expressa na superficie celular. A STEAP-1 exdgena foi
estavelmente expressa em células 293 (designadas células LB50)
e em células PC3 (designadas células PS5.4) (Figuras 7D e 7E),
e endogenamente expressa em células LNCaP BR (Figura 7F).

Figuras 8A e 8B. A Figura 8A ¢é um grafico que mostra que
a administracédo de anti-STEAP-1 murino 120-MC-vc-PAB-MMAE a
3 mg/kg foi eficaz num modelo de xenoenxerto de tumor da
préstata (células LNCaP-Ner). Veja-se o Exemplo 4. A Figura 8B
é um grafico que mostra que a administracdo de uma Unica dose
de anticorpo anti-STEAP-1 humanizado 120v.24-MC-vc-PAB-MMAE
(3 mg/kqg), 120v.24-MC-MMAF (6 mg/kg), 120v.24-MC-MMAF
(12 mg/kg) e anti-STEAP-1 quimera 120-MC-vc-PAB-MMAE (3 mg/kg)
se mostrou eficaz num modelo de tumor de xenoenxerto de células
da préstata LNCaP. Veja-se o Exemplo 4.

A Figura 9 ¢ um grafico que mostra que a administracgédo de
anticorpo anti-STEAP-1 guimera 120-MC-vc-PAB-MMAE (abreviado
para anti-STEAP vcMMAE) a 3 mg/kg, ou anti-STEAP-1 quimera 120-
MC-MMAF (abreviado para anti-STEAP mcMMAF) a 6 mg/kg, se mostrou
eficaz num modelo de xenoenxerto de cancro da prdstata de
ratinhos SCID-beige castrados transplantados com células LNCaP.
Veja-se o Exemplo 4.

A Figura 10 é um grafico que mostra que a administracgdo de
anticorpo anti-STEAP-1 quimera 120-MC-vc-PAB-MMAE (abreviado
para anti-STEAP vcMMAE (a 3 mg/kg) se mostrou eficaz num modelo
de xenoenxerto de cancro da prdéstata de ratinhos SCID beige
machos (dependente de androgénios) transplantados com células
LuCap77. Veja-se o Exemplo 4.

A Figura 11 é um grafico gue mostra que a administracédo de
anticorpo anti-STEAP-1 humanizado 120v.24-MC-vc-PAB-MMAE a
3 mg/kg, anticorpo anti-STEAP-1 humanizado 120v.24-MC-MMAF a
6 mg/kg e 12 mg/kg a ratinhos SCID-beige castrados
transplantados com tumor da prdéstata LuCap35V se mostrou eficaz
relativamente a controlos. Veja-se o Exemplo 4.

A Figura 12 ¢ um diagrama que representa STEAP-1 embebida
numa membrana celular. A ligacdo de anticorpo 120 anti-STEAP-1
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¢ dependente da conformagdo e nao reconhece um epitopo linear
de STEAP-1.

As Figuras 13A-13D mostram STEAP-1 expressa na superficie
de células como detectada por imuno-histoquimica. A Figura 13A
mostra uma coloracgdo imuno-histoquimica de células 293 que
expressam STEAP-1 exdégena na superficie celular. A Figura 13B
mostra uma coloracdo imuno-histoquimica de células PC3 que
expressam STEAP-1 exdgena na superficie celular. A Figura 13C
mostra uma coloracdo imuno-histoquimica de células LNCaP que
expressam STEAP-1 enddgena na superficie celular. A Figura 13D
mostra uma coloracgdo imuno-histoquimica de células LuCAP77 que
expressam STEAP-1 enddgena na superficie celular.

As Figuras 14A-14E sdo graficos que mostram a eficéacia
relativa de anticorpo anti-STEAP-1 120v.24-MCMMAF e anticorpo
anti-STEAP-1 120v.24-MC-vc-PAB-MMAE para matar células gue
expressam STEAP-1 in vitro. As células PS5.4 (Figura 14A) sao
células PC3 transformadas com um vector que codifica STEAP-1 de
modo que a STEAP-1 é expressa na superficie celular. As células
LB50 (Figura 14B) s&o células 293 transformadas com um vector
que codifica STEAP-1 de modo que STEAP-1 €& expressa na
superficie celular. As células LNCaP (Figura 14C) expressam
STEAP-1 endogenamente. "PC3 vec" (Figura 14D) e "293 vec"
(Figura 14E) referem-se a células 293 e células PC3,
respectivamente, transformadas com um vector de controlo.

A Figura 15 mostra representacgdes de conjugados de
anticorpo e farmaco (ADC) anti-STEAP-1 manipulados com cisteina
em que uma porcdo de farmaco estd ligada a um grupo de cisteina
manipulado em: a cadeia leve (LC-ADC); a cadeia pesada (HC-
ADC); e a regiao Fc (Fc—-ADC).

A Figura 16 mostra os passos de: (1) redugdo de aductos de
dissulfureto de cisteina e dissulfuretos intercadeias e
intracadeias num anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina
(TioMab) com o agente redutor TCEP (cloridrato de tris(2-
carboxietil) fosfina); (ii) oxidacdo parcial, 1i.e. reoxidacao
para reformar dissulfuretos intercadeias e intracadeias, com
dhAA (4cido desidroascdrbico); e (iii) conjugacdo do anticorpo
reoxidado com um intermedidrio fadrmaco-ligante para formar um
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conjugado de farmaco e anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com
cisteina (ADC).

As Figuras 17A-C mostram os locais de substituic¢bes de
aminoacidos feitas para gerar anticorpos anti-STEAP-1
manipulados com cisteina (tio-mAb). A Figura 17A mostra a
variante V205C de tio-LC com as correspondentes numeracao
sequencial e numeracdo normalizada de acordo com o sistema de
Kabat. A Figura 17B mostra a variante All18C de tio-HC com as
correspondentes numeracao sequencial e numeracdo normalizada de
acordo com o sistema EU. A Figura 17C mostra a variante S400C
de tio-Fc <com as correspondentes numeracao sequencial e

numeracdo normalizada de acordo com o sistema EU.

As Figuras 18A-F representam andlises FACS gque mostram que
os conjugados de tio-anticorpo e farmaco (TDC) anti-STEAP-1
retém a capacidade de se ligarem a STEAP-1 expressa na
superficie celular. As Figuras 18A-18C sé&do graficos de FACS que
mostram a ligacdo dos TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-vc-PAB-
MMAE (LCV205C) (abreviado para huSteapl TDC (L205C) vcE e tio-
humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA 118C) (abreviado para huSteapl TDC
(HCA 118C) vcE) a STEAP-1 humana expressa na superficie celular.
LA STEAP-1 exdégena foil expressa estavelmente em células 293
(designadas células LB50) e células PC3 (designadas células
PS5.4) (Figuras 18A e 18B), e expressa endogenamente em células
LNCaP BR (Figura 18C). As Figuras 18D, 18E e 18F sao
alinhamentos dos desvios de FACS apresentados nas Figuras 7A,
7B e 7C, respectivamente.

As Figuras 19A-C mostram a eficéacia relativa dos conjugados
de tio-anticorpo e fédrmaco (TDC) anti-STEAP-1 tio-humano 120-
vc-PAB-MMAE (LCV205C) (abreviado para huSteapl TDC (L205C) wvcE)
e tio—-humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA 118C) (abreviado para
huSteapl TDC (HCA118C) vcE) para matar células que expressam
STEAP-1 in vitro. As células LB50 (Figura 19A) s&do células 293
transformadas com um vector que codifica STEAP-1 de modo que a
STEAP-1 ¢é expressa na superficie celular. As células PS5.4
(Figura 19B) sdo células PC3 transformadas com um vector que
codifica STEAP-1 de modo que a STEAP-1 é expressa na superficie
celular. As células LNCaP (Figura 19C) expressam STEAP-1
endogenamente.
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A Figura 20 ¢ um grafico que mostra que a administracdo de
TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA 118C)
(abreviado para hu Steapl HC TDC vcE) a 3 mg/kg se mostrou
eficaz relativamente a controlos num modelo de xenoenxerto de
cancro da proéstata de ratinhos SCID-beige machos (dependente de
androgénios) transplantados com c¢élulas LNCaP. Veja-se o
Exemplo 8.

A Figura 21 é um grafico gue mostra que a administracédo de
TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA118C)
(abreviado para hu Steapl HC TDC vcE) a 3 mg/kg, ou tio-humano
120-MC-MMAF (HCA118C) (abreviado para hu Steapl HC TDC mcF) a
1, 3 ou 6 mg/kg, se mostrou eficaz relativamente a controlos
num modelo de xenoenxerto de cancro da proéstata de ratinhos
SCID-beige machos (dependente de androgénios) transplantados
com células LNCaP. Veja-se o Exemplo 8.

A Figura 22 é um gradfico gue mostra que a administracédo de
TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-vc—-PAB-MMAE (HCA118C)
(abreviado para hu Steapl HC TDC vcE) a 3 mg/kg, ou tio—-humano
120-MC-MMAF (HCA125C) (abreviado para hu Steapl HC TDC mcF) a
3 ou 6 mg/kg, se mostrou eficaz relativamente a controlos num
modelo de xenocenxerto de cancro da préstata de ratinhos SCID-
beige castrados transplantados com tumor da prdééstata LuCaP 35V.
Veja-se o Exemplo 8.

A Figura 23 mostra os locais de substituigbes de
aminodcidos feitas para gerar o anticorpo anti-STEAP-1
manipulado com cisteina (tio-mAb) designado "Simmons IV" ou
simplesmente "SGIV." A sequéncia de aminodcidos da cadeia leve
de SGIV (SEQ ID NO:90) estd apresentada em alinhamento com a
cadeia 1leve de anticorpo mu 120 (SEQ ID NO:5) e anticorpo
120.v24 (SEQ ID NO:91). A variante tio-LC de SGIV com as
correspondentes numeracado sequencial e numeracdo normalizada de
acordo com o sistema de Kabat estd apresentada alinhada com o
anticorpo progenitor mu 120 assim como a variante tio-LC de
120.v24 com as correspondentes numeracao sequencial e numeracéo
normalizada de acordo com o sistema de Kabat. As CDR estdo em
caixas (CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3). As sequéncias que abracam as
CDR sé&o as sequéncias de esqueleto (FR-L1 a FR-L4). As
sequéncias estdo numeradas de acordo com a numeracdo de Kabat.
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As CDR de Kabat, de Chothia e de contacto estdo indicadas
préximo das CDR em caixas. Veja—-se o Exemplo 9.

A Figura 24 mostra os locais de substituig¢bes de
aminoacidos no esqueleto feitas para gerar varias variantes de
anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina (tio-mAb) dos
anticorpos SGIV e 120v.24. A sequéncia de aminodcidos da cadeia
leve de SGIV estd apresentada com a numeracdo normalizada de
acordo com o sistema de Kabat, em alinhamento com variantes
LS.VLVH1 (SEQ ID NO:92); LS.VLVHZ2 (SEQ ID NO:93); LS.Q
(SEQ ID NO:94); e LS.CH1 (SEQ 1ID NO:95). A sequéncia de
aminocdcidos da cadeia leve de 120.v24 com numeragdo normalizada
de acordo com o sistema de Kabat estd mostrada em alinhamento
com variantes ED.FW1 (SEQ ID NO:96); ED.FW2 (SEQ ID NO:97);
ED.FW3 (SEQ D NO:98) ; ED.all (SEQ ID NO:99); ED.Pro
(SEQ ID NO:100); e ED.pl (SEQ ID NO:101). As CDR estdao em
caixas. As sequéncias estdo numeradas de acordo com a numeragao
de Kabat. Veja-se o Exemplo 9.

A Figura 25 mostra graficos Scatchard de 1ligacdo do
anticorpo a STEAP-1 expressa na superficie de células LNCaP.BR.
As amostras foram medidas em duplicado utilizando o anticorpo
120.v24 (Figuras 25(A)-(D)) e a variante SGIV (Figuras 25 (E)-
(H)). Veja-se o Exemplo 9.

A Figura 26 mostra graficos Scatchard de 1ligagéo do
anticorpo a STEAP-1 expressa na superficie de células 293.1LB50.
As amostras foram medidas em duplicado utilizando o anticorpo
120.v24 (Figuras 26(A)—-(D)) e a variante de SGIV (Figuras 26 (E)—
(H)). Veja-se o Exemplo 9.

A Figura 27 € uma tabela que compara as afinidades médias
de 1ligagdo, como medido por anédlise Scatchard, para os
anticorpos mu 1789, mu 120, Fc quimera, 120.v24 humanizado,
tio-120.v24 e tio-SGIV em células PC-3-PS5.4, 293-LB50 e LNCaP-
BR, assim como em células 293 que expressam transientemente
STEAP-1. Veja-se o Exemplo 9.

A Figura 28 representa uma andlise FACS que mostra os
desvios de FACS em células estavelmente transfectadas com
STEAP-1 (293 STEAP-1 1B48, 293 STEAP-1 LB50 e 293 STEAP-LB53)
com amostras de anticorpo SGIV e 120.v24. Veja-se o Exemplo 9.
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A Figura 29 mostra o titulo de anticorpo observado em
diferentes colheitas de células que produzem anticorpo SGIV ou
120.v24.

DESCRICAO DETALHADA DE CONCRETIZAGOES DA INVENGAO

Sao proporcionados anticorpos como definido nas
reivindicagbes 11 e 13 que se ligam a STEAP-1. Sao
adicionalmente proporcionados conjugados como definido nas
reivindicacgdes 7, 12, 13 e 14 compreendendo anticorpos anti-
STEAP-1. Os anticorpos e imunoconjugados da invencdo sdo uteis,
e.g., para o diagndéstico ou tratamento de desordens associadas
a expressao alterada, e.g., expressado aumentada, de STEAP-1. Os
anticorpos ou os imunoconjugados da invencdo podem ser uUteis
para o diagnéstico ou tratamento de uma desordem proliferativa
celular, tal como um tumor ou um cancro. Em determinadas
concretizagdes, a STEAP-1 é expressa em tecido tumoral ou de
cancro da proéstata, do pulmdo ou do cdlon. Em determinadas
concretizacdes, o0s anticorpos ou os imunoconjugados da invencéao
sdo uteis para a deteccdo de STEAP-1, e.g., STEAP-1 expressa na
superficie celular. Em determinadas concretizacodes, 0s
anticorpos ou os imunoconjugados da invencdo sdo Uteis para a
deteccdo de expressdo de STEAP-1 na superficie de células
normais e/ou tumorais ou cancerosas de tecido da préstata, do
pulmédo ou do cdédlon.

Séo proporcionados polinucledétidos que codificam
anticorpos anti-STEAP-1. Séo proporcionados vectores
compreendendo polinucledétidos que codificam anticorpos anti-
STEAP-1, e células hospedeiras compreendendo esses vectores.
Sdo também proporcionadas composicdes, incluindo formulacgdes
farmacéuticas, compreendendo qualquer um ou mais dos
polinucledétidos, anticorpos anti-STEAP-1 ou imunoconjugados da
invencéo.

Métodos de tratamento de uma desordem proliferativa
celular, incluindo, mas nao se lhes limitando, tumor ou cancro,
com um anticorpo, um conjugado de farmaco e anticorpo ou um
imunoconjugado anti-STEAP-1, sao proporcionados pela presente
divulgacdo. Esses métodos incluem, mas ndo se lhes limitam, o
tratamento de um tumor ou cancro na prdstata, no pulmdo ou no
cdélon de um mamifero. Métodos de detecgcdo de expressao de
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STEAP-1 numa célula de tecido wutilizando um anticorpo, um
conjugado de farmaco e anticorpo ou um imunoconjugado anti-
STEAP-1, sdo proporcionados pela presente divulgacdo. Esses
métodos incluem, mas n&o se lhes limitam, deteccdo de expresséo
de STEAP-1 sobre, a titulo de exemplo ndo limitante, uma célula
normal, uma célula tumoral ou uma célula de cancro da prdstata,
do pulmé&o ou do cdlon.

Técnicas Gerais

As técnicas e procedimentos aqui descritos ou referenciados
sd0 genericamente bem entendidos e vulgarmente empregues
utilizando metodologia convencional por peritos na
especialidade, tais como, por exemplo, as amplamente utilizadas
metodologias descritas em Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; Current Protocols
in Molecular Biology (F.M. Ausubel, et al. eds., (2003)); a
série Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.): Pcr 2: A
Practical Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames e G.R. Taylor
eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) Antibodies, A
Laboratory Manual, and Animal Cell Culture (R.I. Freshney, ed.
(1987)); Olygonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984);
Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A
Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic Press;
Animal Cell Culture (R.I. Freshney), ed., 1987); Introduction
to Cell and Tissue Culture (J.P. Mather e P.E. Roberts, 1998)
Plenum Press; Cell and Tissue Culture: Laboratory Proceedings
(A. Doyle, J.B. Griffiths, e D.G. Newell, eds., 1993-8) J. Wiley
and Sons; Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir and
C.C. Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammal Cells
(J.M. Miller and M.P. Calos, eds., 1987); PCR: The Polimerase
Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols
in Immunology (J.E. coligan et al., eds., 1991); Short Protocols
in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C.A.
Janeway e P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997);
Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press,
1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P.
Shepherd e C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using
Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow e D. Lane (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M.
Zanetti e J.D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995);
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e Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita et
al., eds., J.B. Lippincott Company, 1993).

DEFINIQéES E ABREVIATURAS

Definicgdes

Um anticorpo "isolado" é um que foil identificado e separado
e/ou recuperado a partir de uma componente do seu ambiente
natural. As componentes contaminantes do seu ambiente natural
sdao materiais que interfeririam com as utilizagdes em
investigacao, diagndstico ou terapéutico para o anticorpo, e
podem incluir enzimas, hormonas e outros solutos proteindceos
ou ndo proteindceos. Em algumas concretizacgdes, um anticorpo é
purificado (1) até mais de 95% em peso do anticorpo como
determinado por, por exemplo, o método de Lowry, € em algumas
concretizacdes, até mais de 99% em peso; (2) num grau suficiente
para obter pelo menos 15 residuos de sequéncia de aminodcidos
N-terminal ou interna por utilizacao de, por exemplo, um
sequenciador de tacga rotativa, ou (3) até a homogeneidade por
SDS-PAGE sob condigdes redutoras ou nado redutoras utilizando,
por exemplo, coloragdo com azul de Coomassie ou com prata. O
anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ no interior de
células recombinantes pois pelo menos uma componente do ambiente
natural do anticorpo nd&o estard presente. Vulgarmente, contudo,
o anticorpo isolado serd preparado através de pelo menos um
passo de purificacao.

Uma molécula de acido nucleico "isolada" & uma molécula de
4dcido nucleico que € separada de pelo menos uma outra molécula
de 4cido nucleico com que estd vulgarmente associada, por
exemplo, no seu ambiente natural. Uma molécula de acido nucleico
isolada inclui adicionalmente uma molécula de &cido nucleico
contida em células gque vulgarmente expressam a molécula de acido
nucleico, mas a molécula de &cido nucleico estd presente
extracromossomicamente ou numa localizacdo cromossdmica que é
diferente da sua localizacdo cromossdédmica natural.

"Purificado" significa que uma molécula estd presente numa
amostra numa concentracao de pelo menos 95% em peso, ou pelo
menos 98% em peso da amostra em que estd contida.

A expressao "substancialmente similar" ou
"substancialmente igual", como aqui se utiliza, denotam um grau
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suficientemente elevado de similaridade entre dois valores
numéricos (por exemplo, um associado a um anticorpo da invencdao
e o0 outro associado a um anticorpo de referéncia/ comparador),
de modo que um perito na especialidade considere a diferenca
entre os dois valores de pouco ou nenhum significado bioldgico
e/ou estatistico no contexto da caracteristica bioldgica medida
pelos referidos valores (e.g., valores de Kd). A diferenca entre
os referidos dois valores é, por exemplo, inferior a cerca de
50%, inferior a cerca de 40%, inferior a cerca de 30%, inferior
a cerca de 20% e/ou inferior a cerca de 10% em funcdo do valor
de referéncia/comparador.

As frases "substancialmente reduzido" ou "substancialmente
diferente", como aqui se utilizam, denotam um grau
suficientemente elevado de diferenca entre dois valores
numéricos (geralmente um associado a uma molécula e o outro
associado a uma molécula de referéncia/comparadora) de modo que
um perito na especialidade considere a diferenca entre os dois
valores estatisticamente significativa no contexto da
caracteristica bioldgica medida pelos referidos valores (e.g.,
valores de Kd). A diferenca entre os referidos dois &, por
exemplo, superior a cerca de 10%, superior a cerca de 20%,
superior a cerca de 30%, superior a cerca de 40% e/ou superior
a cerca de 50% em funcdo do valor para a molécula de
referéncia/comparadora.

Com o termo "vector", como agqui se utiliza, pretende-se
referir uma molécula de &cido nucleico capaz de transportar
outro acido nucleico ao qual foi ligada. Um tipo de vector é um
"plasmideo", que se refere a um ADN circular de cadeia dupla no
qual podem ser ligados segmentos de ADN adicionais. Outro tipo
de vector é um vector féagico. Outro tipo de vector & um vector
viral, em que segmentos de ADN adicionais podem ser ligados ao
genoma viral. Determinados vectores sdo capazes de replicacéao
autoénoma numa célula hospedeira na qual sdo introduzidos (e.g.,
vectores Dbacterianos possuindo uma origem de replicacéo
bacteriana e vectores epissémicos de mamifero). Outros vectores
(e.qg., vectores nao epissdmicos de mamifero) podem ser
integrados no genoma de uma célula hospedeira por introducdo na
célula hospedeira, e sdo desse modo replicados Jjuntamente com
o genoma do hospedeiro. Adicionalmente, determinados vectores
sao capazes de dirigir a expressadao de genes aos gquais estéo
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operativamente ligados. Estes vectores sdo aqui referidos como
"vectores de expressao recombinantes™” ou simplesmente,
"vectores de expressdo". Em geral, o0s vectores de expressao com
utilidade em técnicas de ADN recombinante estdo frequentemente
na forma de plasmideos. No presente fasciculo, "plasmideo" e
"vector" podem ser utilizados indiferentemente pois o plasmideo
¢ a forma mais vulgarmente utilizada de vector.

"Polinucledétido" ou "acido nucleico", como aqui se utilizam
indiferentemente, referem-se a polimeros de nucledtidos de
qualquer comprimento, e incluem ADN e ARN. Os nucledtidos podem
ser desoxirribonucledtidos, ribonucledétidos, nucledtidos ou
bases modificados e/ou seus andlogos, ou qualquer substrato que
possa ser incorporado num polimero por ADN- ou ARN-polimerase
ou por uma reacgado sintética. Um polinucledétido pode compreender
nucledtidos modificados, tais como nucledtidos metilados e seus
andlogos. Se presente, a modificacgé&o na estrutura do nucledtido
pode ser conferida antes ou apdés a montagem do polimero. A
sequéncia de nucledtidos pode ser interrompida por componentes
ndo nucleotidicos. Um polinucledtido pode compreender uma
modificacdo(s) feita apds a sintese, tal como conjugacgdo com um
marcador. Outros tipos de modificacgdes incluem, por exemplo,
"remates", substituicdo de um ou mais dos nucledtidos de
ocorréncia natural por um analogo, modificacdes
internucledétidos tais como, por exemplo, com ligagcdes néo

carregadas (e.qg., fosfonatos de metilo, fosfotriésteres,
fosfoamidatos, carbamatos, etc.) e com ligacgbes carregadas
(e.qg., fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), contendo

porcdes pendentes, tais como, por exemplo, proteinas (e.g.,
nucleases, toxinas, anticorpos, péptidos de sinal, ply-L-
lisina, etc.), com intercaladores (e.g., acridina, psoraleno,
etc.), contendo quelantes (e.g., metais, metais radioactivos,
boro, metais oxidantes, etc.), contendo algquilantes, com
ligagbdes modificadas (e.g., acidos nucleicos alfa-anoméricos,
etc.), assim como formas nao modificadas do (s)
polinucledétidos(s) . Adicionalmente, qualquer dos grupos
hidroxilo vulgarmente presentes nos acucares pode ser
substituido, por exemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato,
protegido por grupos protectores padrdo, ou activado para
preparar ligagdes adicionais a nucledétidos adicionais, ou pode
ser conjugado a suportes sdélidos ou semi-sdélidos. O OH terminal
a 5' e a 3' pode ser fosforilado ou substituido por aminas ou
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porcdes de grupos de remate orgédnicos de 1 a 20 atomos de
carbono. Outros hidroxilos podem também ser derivatizados com
grupos protectores padrdo. 0s polinucledétidos podem também
conter formas andlogas de aclucares de ribose ou desoxirribose
que sao geralmente conhecidas na especialidade, incluindo, por
exemplo, 2'-O-metil-, 2'-0-alil-, 2'-fluoro- ou 2'-azido-
ribose, anédlogos de agUcares carbociclicos, acgucares
anoméricos, acucares epiméricos tais como arabinose, xiloses ou
lixoses, acgucares de piranose, acgucares de furanose, sedo-
heptuloses, analogos aciclicos, e analogos de nucledsidos
bédsicos tais como metilribdésido. Uma ou mais ligacgdes
fosfodiéster podem ser substituidas por grupos ligantes
alternativos. Estes grupos ligantes alternativos incluem, mas
ndo se lhes limitam, concretizacdes em que fosfato é substituido
por P(0)S ("ticato"), P(S)S ("ditiocato™), (O)NR; ("amidato"),
P(O)R, P(O)OR', CO ou CH2 ("formacetal"), em que cada R ou R'
¢ independentemente H ou alquilo (1-20 C) substituido ou néo
substituido, opcionalmente contendo uma ligacdo éter (-0-),
arilo, alcenilo, cicloalgquilo, cicloalcenilo ou aralguilo. Nem
todas as ligag¢des num polinucledétido precisam de ser idénticas.
A descricdo precedente aplica-se a todos os polinucledtidos
aqui referidos, incluindo ARN e ADN.

"Oligonucledtido", como aqui se utiliza, refere—-se
genericamente a polinucledétidos curtos, geralmente de cadeia
simples, geralmente sintéticos, que s&o geralmente, mas nao
necessariamente, inferiores a cerca de 200 nucledtidos de
comprimento. Os termos "oligonucledétido" e "polinucledtido™ néo
sdo mutuamente exclusivos. A  descricao acima para o©0s
polinucledétidos € igualmente e inteiramente aplicével a
oligonucledtidos.

"Percentagem (%) de identidade de sequéncia de aminoacidos™”
em relacdo a uma sequéncia polipeptidica de referéncia é
definida como a percentagem de residuos de aminodcido numa
sequéncia candidata que sédo idénticos aos residuos de aminoédcido
na sequéncia polipeptidica de referéncia, apds alinhamento das
sequéncias e introducdo de hiatos, se necessario, para se
conseguir a percentagem maxima de identidade de sequéncias, e
ndo considerando quaisquer substituigdes conservativas como
parte da identidade de sequéncias. O alinhamento para fins de
determinacdo da percentagem de identidade de sequéncias de



EP 2 502 938/PT
57

aminocdcidos pode ser conseguida de vArias maneiras que fazem
parte dos conhecimentos dos peritos na especialidade, por
exemplo, utilizando software de computador disponivel ao
publico tal como o software BLAST, BLAST-2, ALIGN ou Megalign
(DNASTAR) . Os peritos na especialidade podem determinar os
parédmetros apropriados para o alinhamento das sequéncias,
incluindo quaisquer algoritmos necessdrios para se conseguir o
alinhamento méximo ao longo do comprimento completo das
sequéncias em comparacdo. Para os presentes fins, contudo, os
valores da % de identidade de sequéncias de aminoadcidos séo
gerados utilizando o programa de computador para comparacao de
sequéncias ALIGN-2. O programa de computador para comparacgdo de
sequéncias ALIGN-2 é da autoria da Genentech, Inc., e o cddigo-
fonte foi apresentado com documentacdo para o utilizador no
U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559, onde esta
registado com o numero de registo U.S. Copyright Registration
No. TXU510087. O programa ALIGN-2 estéd disponivel ao publico a
partir da Genentech, Inc., South San Francisco, California, ou
pode ser compilado a partir do cdédigo-fonte. O programa ALIGN-
2 deverd ser compilado para utilizagdo num sistema operativo
UNIX, preferivelmente UNIX V4.0D digital. Todos os parametros
de comparacdo de sequéncias s&o estabelecidos pelo programa
ALIGN-2 e nao variam.

Em situacdes em que o ALIGN-2 é empregue para comparacdes
de sequéncia de aminocacidos, a % de identidade de sequéncias de
aminocdcidos de wuma determinada sequéncia de aminodcidos A
relativamente a, com, ou contra uma determinada sequéncia de
aminocadcidos B (o que pode alternativamente ser refraseado como
uma determinada sequéncia de aminodcidos A gue possui ou
compreende uma determinada % de identidade de sequéncias de
aminoadcidos relativamente a, com, ou contra uma determinada
sequéncia de aminoacidos B) é calculada como se segue:

100 vezes a fraccgdo X/Y

onde X é o numero de residuos de aminodcido pontuados como
correspondéncias idénticas pelo programa de alinhamento de
sequéncias ALIGN-2 nesse alinhamento do programa de A e B, e
onde Y & o numero total de residuos de aminodcido em B. Notar-
se—-4 que quando o comprimento da sequéncia de aminodcidos A néo
¢ igual ao comprimento da sequéncia de aminodcidos B, a % de



EP 2 502 938/PT
58

identidade de sequéncias de aminodcidos de A relativamente a B
ndo serd igual a % de identidade de sequéncias de aminoé&cidos
de B relativamente a A. A menos que especificamente indicado em
contrario, todos os valores e % de identidade de sequéncias de
aminocdcidos aqui wutilizados sdo obtidos como descrito no
pardgrafo imediatamente anterior wutilizando o programa de

computador ALIGN-2.

O termo "STEAP-1", como aqui se utiliza, refere-se a
qualgquer STEAP-1 nativa de qualguer fonte de vertebrado,
incluindo mamiferos tais como primatas (e.g. seres humanos,
macaco Cynomolgus (cyno)) e roedores (e.g., ratinhos e ratos),
a menos que indicado em contrdrio. O termo abrange STEAP-1 de
"comprimento completo", ndo processada, assim como qualqguer
forma de STEAP-1 que resulte de processamento na célula. O termo
também abrange variantes de ocorréncia natural de STEAP-1, e.g.,
variantes de splicing, variantes alélicas e isoformas. A
sequéncia de aminodcidos de STEAP-1 humana estéd& representada na
Figura 1 (SEQ ID NO:1). Numa concretizacdo, a STEAP-1 é expressa
na superficie celular, tal como na superficie de uma célula
normal da préstata, do pulmdo ou do cdlon, e tem expressao
aumentada em células cancerosas da prédstata, do pulmdo ou do
cbdlon ou metdstases destas células cancerosas. A Figura 1 também
representa a sequéncia de aminocdcidos de STEAP-1 de ratinho e
de macaco Cynomolgus (SEQ ID NOs:2 e 3, respectivamente).

"Anticorpos" (Ab) e "imunoglobulinas" (Ig) séao
glicoproteinas possuindo caracteristicas estruturais similares.
Enquanto os anticorpos exibem especificidade de ligacdo para
com um antigénio especifico, as imunoglobulinas incluem tanto
anticorpos como outras moléculas semelhantes a anticorpos que
geralmente ndo tém especificidade para com um antigénio. Os
polipéptidos deste tltimo tipo sdo, por exemplo, produzidos em
niveis baixos pelo sistema linfatico e em niveis aumentados por
mielomas.

Os termos "anticorpo" e "imunoglobulina" s&o utilizados
indiferentemente no sentido mais lato e incluem anticorpos
monoclonais (e.qg., anticorpos monoclonais de comprimento
completo ou intactos), anticorpos policlonais, anticorpos
monovalentes, anticorpos multivalentes, anticorpos
multiespecificos (e.g., anticorpos biespecificos desde dque
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exibam a actividade bioldégica desejada) e podem também incluir
determinados fragmentos de anticorpo (como aqui descrito com
maior detalhe). Um anticorpo pode ser qguimérico, humano,

humanizado e/ou maturado em afinidade.

As expressfes "anticorpo anti-STEAP-1" ou "um anticorpo
que se liga a STEAP-1" referem-se a um anticorpo que é capaz de
se ligar a STEAP-1 com suficiente afinidade para que o anticorpo
seja Util como agente de diagndstico e/ou terapéutico no
direccionamento para STEAP-1. Preferivelmente, a extensdo de
ligagdo de um anticorpo anti-STEAP-1 a uma proteina gue nao
STEAP-1 ndo relacionada é inferior a cerca de 10% da ligacédo do
anticorpo a STEAP-1 como medida, e.g., por um radioimunoensaio
(RIA) . Em determinadas concretizacdes, um anticorpo que se liga
a STEAP-1 possul uma constante de dissociacgdo (Kd) de < 1 uM,
< 100 nM, < 10 nM, < 1 nM ou < 0,1 nM. Em determinadas
concretizagdes, um anticorpo anti-STEAP-1 liga-se a um epitopo
de STEAP-1 que € conservado entre as STEAP-1 de diferentes
espécies.

A "regido varidvel" ou o "dominio variavel" de um anticorpo
referem-se aos dominios amino-terminais da cadeia pesada ou
leve do anticorpo. O dominio varidvel da cadeia pesada pode ser
referido como "VH". O dominio varidvel da cadeia leve pode ser
referido como "VL". Estes dominios s&o geralmente as partes
mais varidveis de um anticorpo e contém os locais de ligacdo ao
antigénio.

O termo "varidvel" refere-se ao facto de que determinadas
porcdes dos dominios varidveis diferem extensamente em
sequéncia entre anticorpos e s&o utilizadas na ligacdo e
especificidade de cada anticorpo particular pelo seu antigénio
particular. Contudo, a variabilidade ndo estd homogeneamente
distribuida por todos os dominios varidveis dos anticorpos.
Estd concentrada em trés segmentos denominados regides
determinantes de complementaridade (CDR) ou regibdes
hipervaridveis (HVR) tanto nos dominios varidveis da cadeia
leve como de cadeia pesada. As porgdes mais altamente
conservadas de dominios varidveis sdo denominadas as regides de
esqueleto (FR). Os dominios varidveis de cadeias pesadas e leves
nativas compreendem cada um gquatro regides FR, adoptando
largamente uma configuracdo em folha beta, ligadas por trés
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CDR, que formam voltas que ligam, e em alguns casos fazem parte
de, a estrutura da folha beta. As CDR em cada cadeia sdao mantidas
juntas em estreita proximidade pelas regides FR e, com as CDR
da outra cadeia, contribuem para a formacao do local de ligacéao
ao antigénio dos anticorpos (veja-se Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, National
Institute of Health, Bethesda, MD (1991)) . Os dominios
constantes nao estdo envolvidos directamente na ligacd&o de um
anticorpo a um antigénio, mas exibem varias fungdes efectoras,
tais como participacdo do anticorpo em toxicidade celular
dependente de anticorpos.

As "cadeias 1leves"™ de anticorpos (imunoglobulinas) de
qualguer espécie de vertebrado podem ser atribuidas a um de
dois tipos <claramente distintos, denominados capa ( )

e

lambda ( ), com base nas sequéncias de aminodcidos dos seus

dominios constantes.

Dependendo das sequéncias de aminoacidos dos dominios
constantes das suas cadeias pesadas, 0s anticorpos
(imunoglobulinas) podem ser atribuidos a diferentes classes.
Existem cinco classes principais de imunoglobulinas: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM, e varias destas podem ser ainda divididas em
subclasses (isotipos), e.g., IgGi, IgGz, IgGsz, IgGs, IghAi1 e IgAs.
Os dominios constantes da cadeia pesada que correspondem as
diferentes classes de imunoglobulinas s&do denominados ,

e u, respectivamente. As estruturas de subunidades
configuracgdes tridimensionais de diferentes classes de
imunoglobulinas sé&o bem conhecidas e estdo descritas
genericamente em, por exemplo, Abbas et al. Cellular and Mol.
Immunology, 4th ed. (2000). Um anticorpo pode fazer parte de
uma molécula de fusdo maior, formada por associacdo covalente
ou ndo covalente do anticorpo com uma ou mais outras proteinas

ou péptidos.

As expressdes "anticorpo de comprimento completo",
"anticorpo intacto" e "anticorpo completo" s&o aqui utilizadas
indiferentemente para referir um anticorpo na sua forma
substancialmente intacta, e né&o fragmentos de anticorpo como
definido adiante. As expressfbes referem-se particularmente a um
anticorpo com cadeias pesadas que contém a regido Fc.

e
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"Fragmentos de anticorpo" compreendem apenas uma porgao de
um anticorpo intacto, em que a porgdo retém pelo menos uma, e
tantas como a maioria ou a totalidade, das funcdes normalmente
associadas a essa porcao quando presente num anticorpo intacto.
Numa concretizacdo, um fragmento de anticorpo compreende um
local de ligacédo ao antigénio do anticorpo intacto e assim retém
a capacidade de se ligar ao antigénio. Em outra concretizacéo,
um fragmento de anticorpo, por exemplo um que compreenda a
regido Fc, retém pelo menos uma das fungdes bioldgicas
normalmente associadas a regido Fc quando presente num anticorpo
intacto, tais como ligacdo a FcRn, a modulacdo da semivida do
anticorpo, a funcdo de ADCC e a ligacdo do complemento. Numa
concretizacdo, um fragmento de anticorpo € um anticorpo
monovalente gue possuil uma semivida in vivo substancialmente
similar a um anticorpo intacto. Por exemplo, um tal fragmento
de anticorpo pode compreender um braco de ligacdo ao antigénio
ligado a uma sequéncia de Fc capaz de conferir in vivo
estabilidade ao fragmento.

A digestdo com papaina de anticorpos produz dois fragmentos
de ligagdo ao antigénio idénticos, denominados fragmentos
"Fab", cada um com um Unico local de ligacdo ao antigénio, e um
fragmento residual "Fc", cujo nome reflecte a sua capacidade
para cristalizar facilmente. O tratamento com pepsina origina
um fragmento F(ab'), que possui dois locais de combinacd&o com
antigénio e é ainda capaz de ligar cruzadamente o antigénio.

"Fv" é& o fragmento de anticorpo minimo que contém um local
de ligacdo ao antigénio completo. Numa concretizacdo, uma
espécie de Fv de duas cadeias consiste num dimero de um dominio
variadvel de cadeia pesada e um de cadeia leve em associacdo néo
covalente forte. Numa espécie de Fv de cadeia uUnica (scFv), um
dominio varidvel de cadeia pesada e um de cadeia leve podem
estar covalentemente ligados por um ligante peptidico flexivel
de modo que as cadeias, leve e pesada, possam associar-se numa
estrutura "dimérica"™ andloga a das espécies de Fv de duas
cadeias. E nesta configuracido que as trés CDR de cada dominio
varidvel interactuam para definir um local de ligacdo ao
antigénio na superficie do dimero VH-VL. Colectivamente, as
seis CDR conferem ao anticorpo especificidade de ligacao para
com o antigénio. Contudo, mesmo um unico dominio varidvel (ou
metade de um Fv compreendendo apenas trés CDR especificas para
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um antigénio) tem a capacidade de reconhecer e ligar-se ao
antigénio, embora com uma menor afinidade do que o local de
ligacado completo.

0 fragmento Fab contém os dominios varidveis das cadeias
pesada e leve e também contém o dominio constante da cadeia
leve e 0 primeiro dominio constante (CH1l) da cadeia pesada. Os
fragmentos Fab' diferem dos fragmentos Fab pela adicdo de alguns
residuos no terminal carboxi do dominio da cadeia pesada CH1
incluindo uma ou mais cisteinas da regido de charneira do
anticorpo. Fab'-SH é a designacado aqui para Fab' em que o(s)
residuo(s) de cisteina dos dominios constantes possuem um grupo
tiol livre. Os fragmentos de anticorpo F(ab'): originalmente
eram produzidos na forma de pares de fragmentos Fab' que possuem
cisteinas de charneira entre si. S&o também conhecidos outros
acoplamentos quimicos de fragmentos de anticorpo.

Os fragmentos de anticorpo "Fv de cadeia unica"™ ou "scFv"
compreendem os dominios VH e VL do anticorpo, em que estes
dominios estdo presentes numa Unica cadeia polipeptidica.
Geralmente, o polipéptido scFv compreende ainda um ligante
polipeptidico entre os dominios VH e VL que permite que o scFv
forme a estrutura desejada para a ligacdo ao antigénio. Para
uma revisdo sobre scFv veja-se Pluckthun, em The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, wvol. 113, Rosenburg and Moore eds.,
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

O termo "diacorpos"™ refere-se a fragmentos pequenos de
anticorpos com dois locais de ligacéd&o ao antigénio, fragmentos
estes que compreendem um dominio varidvel de cadeia pesada (VH)
ligado a um dominio varidvel de cadeia leve (VL) na mesma cadeia
polipeptidica (VH-VL). Utilizando um ligante que seja demasiado
curto para permitir o emparelhamento entre os dois dominios na
mesma cadeia, os dominios sdo forgcados a emparelhar com oS
dominios complementares de outra cadeia e criar dois locais de
ligagdo ao antigénio. Os diacorpos podem ser bivalentes ou
biespecificos. Os diacorpos estdo descritos mais completamente,
por exemplo, em EP 404,097; W093/1161; Hudson et al. (2003)
Nat. Med. 9:129-134; e Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 6444-6448 (1993). “Triacorpos” e “tetracorpos” estéo
também descritos em Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134.
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A expressao "anticorpo monoclonal"™ como aqui se utiliza
refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma populacdo de
anticorpos substancialmente homogéneos, i.e., o0s anticorpos
individuais que constituem a populacdo sado idénticos excepto
quanto a possiveis mutacdes, e.g., mutagbdbes de ocorréncia
natural, dgque possam estar presentes em quantidades minimas.
Assim, o adjectivo "monoclonal" indica o caracter do anticorpo
como nao sendo uma mistura de anticorpos discretos. Em
determinadas concretizacdes, este anticorpo monoclonal
tipicamente dinclui um anticorpo compreendendo uma sequéncia
polipeptidica que se liga a um alvo, em gque a sequéncia
polipeptidica de ligacgdo ao alvo foi obtida por um processo que
inclui a seleccdo de uma Unica sequéncia polipeptidica de
ligacdo ao alvo a partir de uma pluralidade de seguéncias
polipeptidicas. Por exemplo, © processo de seleccdao pode ser a
selecgdo de um clone uUnico a partir de uma pluralidade de
clones, tal como um conjunto de clones de hibridoma, clones de
fagos ou clones de ADN recombinante. Deve entender-se que uma
sequéncia de ligacao ao alvo seleccionada pode ser
adicionalmente alterada, por exemplo, para melhorar a afinidade
para com o alvo, para humanizar a sequéncia de ligacdo ao alvo,
para melhorar a sua produgao na cultura celular, para reduzir
a sua 1imunogenicidade in vivo, para criar um anticorpo
multiespecifico, etc., e qgque um anticorpo compreendendo a
sequéncia de ligacgdo ao alvo alterada € também um anticorpo
monoclonal da presente invencao. Em contraste com preparacdes
de anticorpos policlonais que tipicamente incluem diferentes
anticorpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticorpo monoclonal de uma preparacdao de
anticorpos monoclonais é dirigido contra um uUnico determinante
num antigénio. Em adigdo a sua especificidade, as preparacdes
de anticorpos monoclonais sdo vantajosas na medida em que

tipicamente nado estdo contaminadas por outras imunoglobulinas.

0 adjectivo "monoclonal" indica o caréacter do anticorpo
como sendo obtido a partir de uma populacdo substancialmente
homogénea de anticorpos, e nédo deve ser entendido como
requerendo a producgcdo do anticorpo por qgualgquer método
particular. Por exemplo, os anticorpos monoclonais a utilizar
de acordo com a presente invencédo podem ser preparados através
de uma variedade de técnicas, incluindo, por exemplo, o método
do hibridoma (e.g., Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975);
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Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling et al., em:
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier,
N.Y., 1981)), métodos de ADN recombinante (veja-se, e.g., a
Patente U.S. 4,816,567), tecnologias de exibicdo em fagos
(veja-se, e.g., Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991);
Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al.,
J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol.
340 (5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101 (34): 12467-12472 (2004); e Lee et al., J. Immunol. Methods
284 (1-2): 119-132(2004), e tecnologias para a produgcao de
anticorpos humanos ou semelhantes a humanos em animais que tém
partes ou a totalidade dos lIoci da imunoglobulina humana ou
genes que codificam sequéncias de imunoglobulina humana
(veja—-se, e.qg., W098/24893; WO96/34096; W096/33735; WO91/10741;
Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993);
Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et
al., Year in Immunol. 7:33 (1993); Patentes U.S. 5,545,807;
5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016; Marks et
al., Bio.Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature
368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994);
Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (19906) ;
Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996) e Lonberg e Huszar,
Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Os anticorpos monoclonais aqui 1incluem especificamente
anticorpos "quiméricos" em que uma porcdo da cadeia pesada e/ou
leve é idéntica ou homdéloga as sequéncias correspondentes em
anticorpos derivados de uma espécie particular ou pertencentes
a uma classe ou subclasse particular de anticorpos, enquanto o
restante da(s) cadeia(s) é idéntico ou homdélogo as sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados de outra espécie ou
pertencentes a outra classe ou subclasse e anticorpos, assim
como fragmentos destes anticorpos, desde que exibam a actividade
biolégica desejada (Patente U.S. 4,816,567; e Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

Formas "humanizadas" de anticorpos nao humanos (e.g.,
murinos) sdo anticorpos quiméricos que contém uma sequéncia
minima derivada de imunoglobulina nao humana. Numa
concretizagdo, um anticorpo humanizado € uma imunoglobulina
humana (anticorpo recebedor) em que residuos de uma regiédo
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hipervaridvel do recebedor estdo substituidos por residuos de
uma regido hipervaridvel de uma espécie ndo humana (anticorpo
dador) tal como de ratinho, rato, coelho ou primata n&do humano,
possuindo a especificidade, afinidade e/ou capacidades
desejadas. Em alguns casos, residuos da regido de esqueleto
(FR) da imunoglobulina humana estdo substituidos por residuos
correspondentes né&o humanos. Adicionalmente, os anticorpos
humanizados podem compreender residuos gque ndo se encontram no
anticorpo recebedor nem no anticorpo dador. Estas modificacgdes
podem ser feitas para adicionalmente refinar o desempenho do
anticorpo. Em geral, um anticorpo humanizado compreendera
substancialmente a totalidade de pelo menos um, e tipicamente
dois, dominios varidveis, em que todas ou substancialmente todas
as voltas hipervaridveis correspondem as de uma imunoglobulina
ndo humana, e todas ou substancialmente todas as FR sdo as de
uma sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado
opcionalmente também compreenderd pelo menos uma porcgdo de uma
regidao constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente a de uma
imunoglobulina humana. Para mais detalhes, veja-se Jones et
al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323-329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596
(1992). Vejam-se também os seguintes artigos de revisdo e
referéncias ai citadas: Vaswani e Hamilton, Ann. Allergy, Asthma
& Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions
23:1035-1038 (1995); Hurle e Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-
433 (1994).

Um "anticorpo humano" é um gue possul uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a de um anticorpo produzido por um
ser humano e/ou foi preparado utilizando gqualquer das técnicas
para a producdo de anticorpos humanos como agqui divulgado. Esta
definicdo de um anticorpo humano excluil especificamente um
anticorpo humanizado compreendendo residuos de ligacdo ao

antigénio ndo humanos.

As expressdes "regido hipervaridvel™, "HVR" ou "HV", quando
aqui utilizadas referem-se a regides de um dominio variédvel de
anticorpo que sdo hipervariadveis em sequéncia e/ou formam voltas
estruturalmente definidas. Geralmente, 0os anticorpos
compreendem seis regides hipervariaveis; trés na VH (H1, HZ2,
H3), e trés na VL (L1, L2, L3). Em anticorpos nativos, H3 e L3
exibem a maior diversidade das seis regides hipervaridveis, e
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H3 em particular cré-se desempenhar um papel Unico ao conferir

especificidade fina aos anticorpos. Xu et al. (2000) Immunity
13:37-45; Johnson e Wu (2003) in Methods in Molecular Biology
248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ). De facto,

anticorpos camelideos de ocorréncia natural consistindo apenas
numa cadeia pesada sdo funcionais e estdveis na auséncia de
cadeia leve. Hamers-Casterman et al. (1993) Nature 363:446-448;
Sheriff et al. (1996) Nature Struct. Biol. 3:733-736.

Estdo em wutilizacdo e estdo aquili abrangidas varias
delineacbes de regides hipervaridveis. As Regides Determinantes
de Complementaridade (CDR) de Kabat sao baseadas na
variabilidade de sequéncias e sd&o muito vulgarmente utilizadas
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD. (1991)). Chothia refere-se em vez disso a
localizacédo das voltas estruturais (Chothia e Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)) . As regides hipervaridveis de  AbM
representam um compromisso entre as CDR de Kabat e as voltas
estruturais de Chothia, e s&o utilizadas pelo software de
modelacgdo de AbM da Oxford Molecular. As regides hipervaridveis
de "contacto" s&do baseadas numa andlise das estruturas
cristalinas complexas disponiveis. Os residuos de cada uma

destas regides hipervaridveis estdo apresentados adiante.

Volta Kabat AbM Chothia  Contacto
L1 1L24-L34 1L24-L34 1L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55
L3 L89-L97 L89-L97 L91-1L96 L89-L96
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B (Numeracao de Kabat)
H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35 (Numeracdo de Chothia)
H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101
As regides hipervaridveis podem compreender "regides

hipervaridveis prolongadas" como se segue: 24-36 ou 24-34 (L1),
46-56 ou 50-56 (L2) e 89-97 ou 89-96 (L3) na VL e 26-35 ou 26—
35A (H1), 50-65 ou 49-65 (H2) e 93-102, 94-102 ou 95-102 (H3)
na VH. Os residuos do dominio variavel estdo numerados de acordo
com Kabat et al., supra, para cada uma destas definicdes. As
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regides hipervaridveis HVR-H1, HVR-H2 e HVR-H3 dos anticorpos
anti-STEAP-1 humanizados 120v.24 da invencdo sao H26-H35A, H49-
H6 e H95-H102 utilizando a numeracgcao de Kabat. As regides
hipervaridveis HVR-L1, HVR-L2 e HVR-L3 dos anticorpos anti-
STEP-1 humanizados 120v.24 da invencdo sé&o L24-34, 1L50-56 e
L89-97 utilizando a numeracao de Kabat. Como aqui se utilizam,
0s termos "HVR" e "CDR" sdo utilizados indiferentemente.

Os residuos de “esqueleto” ("framework") ou "FR" sdo os
residuos do dominio wvariavel que ndo os residuos da regiéo
hipervaridvel como aqui definido.

As expressdes "numeracdo de residuos do dominio varidvel
como em Kabat" ou "numeracdo das posicgdes de aminodcidos como
em Kabat", e as suas variacbes, referem-se ao sistema de
numeracdo utilizado para dominios varidveis de cadeias pesadas
ou dominios varidveis de cadeias leves da compilacdo de
anticorpos em Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Utilizando este
sistema de numeracdo, a sequéncia de aminodcidos linear real
pode conter menos aminodcidos ou aminodcidos adicionais
correspondentes a um encurtamento, ou uma insercao, numa FR ou
HVR do dominio variavel. Por exemplo, um dominio wvaridvel de
cadeia pesada pode incluir uma inserc¢é&o de um Unico aminoacido
(residuo 52a de acordo com Kabat) apds o residuo 52 de H2 e
residuos inseridos (e.g. residuos 82a, 82b e 82c, etc. de acordo
com Kabat) apds o residuo 82 da FR da cadeia pesada. A numeracao
de residuos de Kabat pode ser determinada para um determinado
anticorpo por alinhamento em regides de homologia da sequéncia
do anticorpo com uma sequéncia "padrdo" numerada de Kabat.

Um anticorpo "maturado em afinidade" é um gue possui uma
ou mais alterac¢des numa ou mais das suas HVR gque resulta numa
melhoria da afinidade do anticorpo para com o antigénio,
comparativamente com um anticorpo progenitor que nado possuil
essaf(s) alteracéao(6es). Numa concretizacéao, um anticorpo
maturado em afinidade possui afinidades na gama nanomolar ou
mesmo picomolar para com o antigénio alvo. Os anticorpos
maturados em afinidade sd&o produzidos por procedimentos
conhecidos na especialidade. Marks et al. Bio/Technology
10:779-783 (1992) descrevem a maturacédo de afinidade por
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baralhamento (“shuffling”) de dominios VH e VL. A mutagénese
aleatdéria de residuos de HVR e/ou de esqueleto estd descrita
por: Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813 (1994);
Schier et al. Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol.
155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-
9 (1995); e Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

Um anticorpo "bloqueante” ou um anticorpo "antagonista" &
um que inibe ou reduz a actividade bioldgica do antigénio a que
se liga. Determinados anticorpos bloqueantes ou anticorpos
antagonistas inibem substancialmente ou completamente a
actividade bioldégica do antigénio.

Um "anticorpo agonista", como aqui se utiliza, ¢é um
anticorpo que imita pelo menos uma das actividades funcionais
de um polipéptido de interesse.

"Funcdes efectoras" do anticorpo referem-se as actividades
biolégicas atribuiveis a regido Fc (uma regido Fc de sequéncia
nativa ou regido Fc de sequéncia de aminodcidos variante) de um
anticorpo, e variam com o isotipo do anticorpo. Os exemplos de
funcbes efectoras de anticorpos incluem: ligacdo a Clg e
citotoxicidade dependente do complemento; ligacdo a receptores
de Fc; citotoxicidade mediada por células e dependente de
anticorpos (ADCC); fagocitose; infra-regulacdo de receptores da
superficie celular (e.g. receptor de células B); e activacao de
células B.

"Receptor de Fc" ou "FcR" descrevem um receptor que se liga
a regido Fc de um anticorpo. Em algumas concretizagdes, um FcR
¢ um FcR humano nativo. Em algumas concretizagdes, um FcR é um
que se liga a um anticorpo IgG (um receptor gama) e inclui
receptores das subclasses Fc RI, Fc RII e Fc RITI, incluindo
variantes alélicas e formas origindrias de splicing alternativo
destes receptores. 0Os receptores Fc RITI incluem Fc RITA (um
"receptor activador") e Fc RIIB (um "receptor inibidor"), que
possuem sequéncias de aminodcidos similares que diferem
principalmente nos seus dominios citoplasmaticos. O receptor
activador Fc RITA contém um motivo de activagdo a base de
tirosinas imunorreceptor (ITAM) no seu dominio citoplasmatico.
O receptor inibidor Fc RIIB contém um motivo de inibicdo a base
de tirosinas imunorreceptor (ITIM) no seu dominio
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citoplasmédtico. (veja-se Daé&ron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234
(1997)). Os FcR estdo revistos em Ravetch e Kinet, Annu. Rev.
Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods 4:25-34
(1994); e de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995).
Outros FcR, incluindo os que serédo identificados no futuro,
estdo aqui abrangidos no termo "FcR".

A expressdo "receptor de Fc" ou "FcR" também inclui o
receptor neonatal, FcRn, que €& responsavel pela transferéncia
de IgG maternas para o feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587
(1976) e Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)) e pela regulacéao
da homeostasia de imunoglobulinas. S&o conhecidos métodos de
medicdo da ligacdo a FcRn (veja-se, e.g., Ghetie 1997, Hinton
2004). A ligagdo a FcRn humano in vivo e a semivida sérica de
polipéptidos de ligacdo de elevada afinidade a FcRn humano podem
ser ensaiadas, e.g., em ratinhos transgénicos ou em linhas
celulares humanas transfectadas que expressam FcRn humano, ou
em primatas administrados com os polipéptidos variantes de Fc.

Em WO00/42072 (Presta) descrevem-se variantes de
anticorpos com ligagdo melhorada ou diminuida aos FcR. Veja-se,
também, Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).

As "células efectoras humanas" sdo leucdcitos que expressam
um ou mais FcR e desempenham fun¢des efectoras. Em determinadas
concretizagdes, as células expressam pelo menos Fc RIII e
desempenham a(s) funcdo(des) efectoras de ADCC. 0Os exemplos de
leucédcitos humanos que medeiam ADCC incluem células
mononucleares de sangue periférico (PBMC), células assassinas
naturais (NK), mondcitos, células T citotdéxicas e neutrdfilos.
As células efectoras podem ser isoladas a partir de uma fonte
nativa, e.g., do sangue.

"Citotoxicidade mediada por células e dependente de
anticorpos" ou "ADCC" refere-se a uma forma de citotoxicidade
em que Ig segregada ligada em receptores de Fc (FcR) presentes
em certas células citotdxicas (e.g. células assassinas naturais
(NK), neutrdéfilos e macrdfagos) permite que estas células
efectoras citotdéxicas se liguem especificamente a uma célula
alvo portadora do antigénio e subsequentemente matem a célula
alvo com citotoxinas. As principais células para mediacdo de
ADCC, as células NK, expressam apenas Fc RITITI, enquanto o0s
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mondécitos expressam Fc RI, Fc RII e Fc RITII. A expressao de FcR
em células hematopoiéticas estd resumida na Tabela 3 na pagina
464 de Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991).
Para avaliar a actividade de ADCC de uma molécula de interesse,
pode-se realizar um ensaio da ADCC in vitro, tal como o descrito
na Patente US 5,500,362 ou 5,821,337 ou Presta Patente U.S.
6,737,056. As células efectoras Uteis para estes ensaios incluem
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e células
assassinas naturais (NK). Alternativamente, ou adicionalmente,
a actividade de ADCC da molécula de interesse pode ser
determinada in vivo, e.g., num modelo animal tal como o©
divulgado em Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

"Citotoxicidade dependente do complemento™ ou "CDC"
refere-se a lise de uma célula alvo na presenga de complemento.
A activacdo da via cléssica do complemento é iniciada pela
ligacdo da primeira componente do sistema do complemento (Clq)
a anticorpos (da subclasse apropriada) que estdo ligados ao seu
antigénio cognato. Para determinar a activacdo do complemento,
pode ser realizado um ensaio de CDC, e.g. como descrito em
Gazzano—-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (199¢6).

Variantes polipeptidicas com as sequéncias de aminodcidos
da regiao Fc alteradas e capacidade de ligacao a Clg aumentada
ou diminuida estdo descritas na Patente US 6,194,551B1 e
WO099/51642. O contetdo destas publicacgdes de patentes sido aqui
especificamente incorporados por referéncia. Veja-se, também,
Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

A expressdo "polipéptido compreendendo uma regido Fc"
refere-se a um polipéptido, tal como um anticorpo ou uma
imunocadesina, que compreende uma regido Fc. A lisina C-terminal
(residuo 447 de acordo com o sistema de numeracdo EU) da regido
Fc pode ser removida, por exemplo, durante a purificacao do
polipéptido ou por engenharia recombinante do &cido nucleico
que codifica o polipéptido. Desse modo, uma composicéao
compreendendo um polipéptido possuindo uma regido Fc de acordo
com a presente invencdo pode compreender polipéptidos com K447,
com todas as K447 removidas, ou uma mistura de polipéptidos com
e sem o residuo K447.
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Um "esqueleto humano aceitador"™ para os presentes fins é
um esqueleto compreendendo a sequéncia de aminodcidos de um
esqueleto de VL ou VH derivado de um esqueleto de imunoglobulina
humana ou um esqueleto de consenso humano. Um esqueleto humano
aceitador "derivado de" um esqueleto de imunoglobulina humana
ou um esqueleto de consenso humano pode compreender a sua mesma
sequéncia de aminodcidos, ou pode conter alteracdes
preexistentes na sequéncia de aminodcidos. Em algumas
concretizacdes, o numero de alteragdes preexistentes de
aminodcidos € 10 ou menos, 9 ou menos, 8 ou menos, 7 ou menos,
6 ou menos, 5 ou menos, 4 ou menos, 3 OU mMenos, ou 2 Ou menos.
Quando estdao presentes alteracdes preexistentes de aminodcidos
numa VH, preferivelmente essas alteragdes ocorrem em apenas
trés, duas ou uma das posicgdes 71H, 73H e 78H; por exemplo, O0S
residuos de aminocdcido nessas posicdes podem ser 71A, 73T e/ou
78A. Numa concretizacgdo, o esqgqueleto humano de VL aceitador é
idéntico em sequéncia a sequéncia de esqueleto de VL de
imunoglobulina humana ou a sequéncia de esqueleto de consenso
humano.

Um "esqueleto de consenso humano" é um esqueleto que
representa os residuos de aminodcido de ocorréncia mais comum
numa seleccdo de sequéncias de esqueleto de VL ou VH de
imunoglobulina humana. Geralmente, a seleccédo de sequéncias de
VL ou VH de imunoglobulina humana € de um subgrupo de sequéncias
do dominio varidvel. Geralmente, o subgrupo de sequéncias é um
subgrupo como em Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Numa concretizacéo,
para a VL, o subgrupo é o subgrupo capa I como em Kabat et al.,
supra. Numa concretizacdo, para a VH, o subgrupo € o subgrupo
ITIT como em Kabat et al., supra.

Um "esqueleto de consenso de VH do subgrupo III" compreende
a sequéncia de consenso obtida das sequéncias de aminoacidos no
subgrupo III varidvel pesado de Kabat et al., supra. Numa
concretizagdo, a sequéncia de aminodcidos de esqueleto de
consenso de VH do subgrupo III compreende pelo menos uma POrcao
ou a totalidade de cada uma das seguintes sequéncias:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS {FR-H1, SEQ ID NG:21)-HVR-H]I-
WVRQAPGKGLEWY (FR-H2, SEQ) [D NO:22)-HVR-H2-
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RFTISRDTSKNTLY LQMNSLRAEDTAVYYCAR (FR-H3, SEQ ID NO:23)-HVR-H3-
WCGQGTLVTVSS (FR-H4, SEQ 1D NO:24).

Um "esqueleto de consenso de VL do subgrupo I" compreende
a sequéncia de consenso obtida das sequéncias de aminodcidos no
subgrupo I capa leve varidvel de Kabat et al., supra. Numa
concretizacdo, as sequéncias de aminodcidos de esqueleto de
consenso de VH do subgrupo 1 compreendem pelo menos uma POrg¢ao
ou a totalidade de cada uma das seguintes sequéncias:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (FR-L1l, SEQ ID NO:17)-HVR-L1l-
WYQOKPGKAPKLLIY (FR-L2, SEQ ID NO:18)-HVR-L2-
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (FR-L3, SEQ ID NO:19)-HVR-L3-
FGQGTKVEIKR (FR-L4, SEQ ID NO:20).

"Sequéncia de sinal de secrecdo" ou "sequéncia de sinal"
referem-se a uma sequéncia de 4&cido nucleico que codifica um
péptido de sinal curto gque pode ser utilizado para dirigir uma
proteina de interesse sintetizada de novo através da membrana
celular, usualmente a membrana interna ou ambas as membranas
interna e externa de procariotas. Como tal, a proteina de
interesse tal como o polipéptido da cadeia leve ou pesada de
imunoglobulina ¢ segregado para o periplasma das células
hospedeiras procariotas ou para o meio de cultura. O péptido de
sinal codificado pela sequéncia de sinal de secrecdo pode ser
enddgeno a célula hospedeira, ou pode ser exdgeno, incluindo
péptidos de sinal nativos ao polipéptido a expressar. As
sequéncias de sinal de secrecgdo estdo tipicamente presentes no
terminal amino de um polipéptido a expressar, e sdo tipicamente
removidas enzimaticamente entre a biossintese e a secrecédo do
polipéptido a partir do citoplasma. Assim, o péptido de sinal
usualmente nédo estd presente num produto de proteina madura.

Um "aminodcido de cisteina livre" refere-se a um residuo
de aminoadcido de cisteina que foi manipulado num anticorpo
progenitor, possui um grupo tiol funcional (-SH), e né&o esta
emparelhado, nem de outro modo faz parte de uma ponte
dissulfureto intramolecular ou intermolecular.

A expressdo "valor de reactividade de tiol" € uma
caracterizacdo quantitativa da reactividade de aminocdcidos de
cisteina livres. O valor de reactividade de tiol é a percentagem

de um aminodcido de cisteina livre num anticorpo manipulado com
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cisteina que reage com um reagente reactivo com tiol, e
convertida num valor maximo de 1. Por exemplo, um aminodcido de
cisteina livre num anticorpo manipulado com cisteina que reage
com 100% de rendimento com um reagente reactivo com tiol, tal
como um reagente de biotina-maleimida, para formar um anticorpo
marcado com biotina possui um valor de reactividade de tiol de
1,0. Outro aminodcido de cisteina manipulado no mesmo anticorpo
progenitor ou num diferente, qgque reage com 80% de rendimento
com um reagente reactivo com tiol possui um valor de
reactividade de tiol de 0,8. Outro aminodcido de cisteina
manipulado no mesmo anticorpo progenitor, ou num diferente, que
ndo reage de todo com um reagente reactivo com tiol possui um
valor de reactividade de tiol de 0. A determinacdo do valor de
reactividade de tiol de uma cisteina particular pode ser
conduzida por ensaio ELISA, espectroscopia de massa,
cromatografia liquida, autorradiografia, ou outros testes
analiticos quantitativos. Os reagentes reactivos com tiol gque
permitem a captura do anticorpo manipulado com cisteina e a
comparacdo e a quantificacdo da reactividade da cisteina incluem
biotina-PEO-maleimida ((+)-biotinil-3-maleimidopropionamidil-
3, 6-dioxaoctainodiamina, Oda et al. (2001) Nature Biotechnology
19:379-382, Pierce Biotechnology, 1Inc.) Biotina-BMCC, PEO-
Iodoacetil-Biotina, Iodoacetil-LC-Biotina, e Biotina—-HPDP
(Pierce Biotechnology, Inc.), e N - (3-
maleimidilpropionil)biocitina (MPB, Molecular Probes, Eugene,
OR) . Outras fontes comerciais para Dbiotinilacdo, reagentes
ligantes Dbifuncionais e multifuncionais incluem Molecular
Probes, Eugene, OR, e Sigma, St. Louis, MO.

Um "anticorpo progenitor™ é um anticorpo compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos da qual um ou mais residuos de
aminocdcido sédo substituidos por um ou mais residuos de cisteina.
O anticorpo progenitor pode compreender uma sequéncia nativa ou
de tipo selvagem. O anticorpo progenitor pode ter modificacgdes
preexistentes na sequéncia de aminocdcidos (tais como adicgdes,
delecbes e/ou substituigdes) relativamente a outras formas
nativas, de tipo selvagem ou modificadas de um anticorpo. Um
anticorpo progenitor pode ser dirigido contra um antigénio alvo
de interesse, e.g. um polipéptido biologicamente importante. Os
anticorpos dirigidos contra antigénios ndo polipeptidicos (tais
como antigénios glicolipidicos associados a tumores; veja-se US
5091178) estdo também contemplados.
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"Afinidade de ligacdo" genericamente refere-se a forcga da
soma total de interacg¢des ndo covalentes entre um Unico local
de ligacdo de uma molécula (e.g., um anticorpo) e o seu parceiro
de ligagado (e.g., um antigénio). A menos que indicado de outro
modo, como aqui se utiliza, "afinidade de ligacdo" refere-se a
afinidade de ligagdo intrinseca que reflecte uma interaccgéo 1:1
entre membros de um par de ligacao (e.g., anticorpo e
antigénio). A afinidade de wuma molécula X para com O seu
parceiro Y pode geralmente ser representada pela constante de
dissociacdo (Kd). A afinidade pode ser medida por métodos comuns
conhecidos na especialidade, incluindo os que sdo aqui
descritos. Os anticorpos de baixa afinidade geralmente ligam-
se ao antigénio lentamente e tendem a dissociar-se facilmente,
enquanto os anticorpos de elevada afinidade geralmente ligam-
se ao antigénio mais rapidamente e tendem a permanecer ligados
mais tempo. Uma variedade de métodos de medicgdo da afinidade de
ligacao sao conhecidos na especialidade, e qualquer deles pode
ser utilizado para os fins da presente invencdo. Concretizacdes
ilustrativas especificas estdo descritas no que se segue.

Numa concretizacdo, a "Kd" ou o "valor de Kd" de acordo
com a presente invencdo € medido através de um ensaio de ligacéo
ao antigénio radiomarcado (RIA) realizado com a versdo Fab de
um anticorpo de interesse e o seu antigénio como descrito pelo
ensaio seguinte. A afinidade de 1ligacdo em solucdo dos Fab
relativamente ao antigénio é medida equilibrando o Fab com uma
concentracdo minima de antigénio marcado com (!4°I) na presenca
de uma série de titulacdo de antigénio ndo marcado, e depois
capturando o antigénio ligado com uma placa revestida com
anticorpo anti-Fab (Chen, et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-
881). Para estabelecer condicgbes para o ensaio, as placas de
microtitulo (Dynex) sdo revestidas durante a noite com 5 pg/ml
de um anticorpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) em carbonato
de sdédio 50 mM (pH 9,6), e subsequentemente sdo blogqueadas com
albumina sérica bovina a 2% (p/v) em PBS durante duas a cinco
horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). Numa placa
ndo adsorvente (Nunc #269620), misturam-se 100 pM ou 26 pM de
[1°T]-antigénio com diluigdes em série de um Fab de interesse
(e.g., consistente com a determinacdo do anticorpo anti-VEGF,
Fab-12, em Presta et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599). O
Fab de interesse é entdo incubado durante a noite; contudo, a
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incubacdo pode continuar durante um periodo mais longo (e.g.,
cerca de 65 horas) para assegurar que € atingido o equilibrio.
Posteriormente, as misturas sao transferidas para a placa de
captura para incubacdo a temperatura ambiente (e.g., durante
uma hora). A solucdo é depols removida e a placa é lavada oito
vezes com Tween-20 a 0,1% em PBS. Quando as placas secam,
adicionam-se 150 nl/pogo de cintilante (MicroScint-20;
Packard), e contam-se as placas num contador gama Topcount
(Packard) durante dez minutos. As concentracdes de cada Fab que
originam 20%, ou menos, da ligacdo maxima sdo escolhidas para
utilizacdo em ensaios de ligacdo competitiva.

De acordo com outra concretizacdo, Kd ou o valor de Kd é
medido wutilizando ensaios de ressondncia plasménica de
superficie utilizando um BIAcoreTM-2000 ou um BIAcoreTM-3000
(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C com chips CM5 de
antigénio imobilizado a ~10 wunidades de resposta (RU).
Resumidamente, chips biossensores de dextrano carboximetilado
(CM5, BIAcore® Inc.) sao activados com cloridrato de N-etil-N'-
(3—dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidroxissuccinimida (NHS) de acordo com as instrugdes do
fornecedor. O antigénio é diluido com acetato de sddio 10 mM,
PH 4,8, a 5 pg/ml (~0,2 pM) antes da injecgdo a um caudal de
5 pul/minuto para conseguir aproximadamente 10 unidades de
resposta (RU) de proteina acoplada. 2Apds a injeccédo de
antigénio, injecta-se etanolamina 1 M para bloguear grupos que
ndo reagiram. Para medicgdes cinéticas, injectam-se diluicdes em
série de duas vezes de Fab (0,78 nM a 500 nM) em PBS com Tween
20 a 0,05% (PBST) a 25°C a um caudal de aproximadamente 25
pl/min. As velocidades de associacdo (keon) e as velocidades de
dissociacdo (korrf) sao calculadas utilizando um modelo de ligacéo
de Langmuir simples de um-para-um (BIAcore® Evaluation Software
version 3.2) ajustando simultaneamente os sensorgramas de
associacdo e de dissociacdo. A constante de equilibrio de
dissociacdo (Kd) € calculada como a razdo Kori/kon. Veja-se,
e.g., Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881. Se a
velocidade de associacdo exceder 106 M-1 s-1 no ensaio de
ressondncia plasménica de superficie anterior, entdo a
velocidade de associacgcdo pode ser determinada utilizando uma
técnica de extincdo de fluorescéncia que mede o aumento ou a
diminuig¢édo da intensidade de emissd&o de fluorescéncia
(excitacdao = 295 nm; emissdao = 340 nm, 16 nm de passagem de
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banda) a 25¢C de um anticorpo anti-antigénio 20 nM (forma Fab)
em PBS, pH 7,2, na presenca de concentracdes crescentes de
antigénio como medido num espectrdémetro, tal como um
espectrofotémetro equipado com interruptor de fluxo (Aviv
Instruments) ou um espectrofotdédmetro SILM-Aminco 8000-series
(ThermoSpectronic) com uma cuvete agitada.

Uma "velocidade de associacao" ou "kon" de acordo com a
presente invencdo pode também ser determinada como descrito
acima wutilizando um sistema BIAcore™-2000 ou BIAcore™-3000
(BIAcore®, Inc., Piscataway, NJ).

Uma "desordem" € qgualquer condicdo ou doengca que iré
beneficiar de tratamento com uma substdncia/molécula ou método
da invencdo. Estas incluem desordens crdénicas e agudas incluindo
as condicgdes patoldgicas que predispdem o mamifero a desordem
em questao. Exemplos ndo limitantes de desordens a tratar aqui
incluem condig¢des cancerosas tails como cancros ou metdstases da

préstata, do pulmdo e do cdlon.

As expressOes "desordem proliferativa celular" e "desordem
proliferativa" referem-se a desordens dque estdo associadas a
algum grau de proliferacdo celular anormal. Numa concretizacao,
a desordem proliferativa celular é o cancro.

"Tumor", como aquili se utiliza, refere-se a todo o
crescimento e proliferacdo celulares neoplésicos, sejam
malignos ou benignos, e a todas as células e tecidos pré-
cancerosos e cancerosos. 0s termos "cancro", "canceroso",
"desordem proliferativa celular", "desordem proliferativa" e
"tumor™ ndo sao mutuamente exclusivos como aqui referido.

Os termos "cancro" e "canceroso" referem-se a, ou
descrevem, a condicdo fisioldégica nos mamiferos que é
tipicamente caracterizada por crescimento celular desregulado.
Os exemplos de cancro incluem, mas néao se 1lhes limitando,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e leucemia ou
malignidades 1linfdides. Exemplos mais particulares destes
cancros incluem cancro de células escamosas (e.g. cancro de
células escamosas epiteliais), cancro do pulmdo incluindo
cancro do pulmdo de células pequenas, cancro do pulmdo de
células ndo pequenas, adenocarcinoma do pulmdo e carcinoma
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escamoso do pulmao, cancro do peritoneu, cancro hepatocelular,
cancro gastrico ou do estdmago incluindo cancro
gastrointestinal, cancro pancredtico, glioblastoma, cancro
cervical, cancro ovariano, cancro do figado, cancro da bexiga,
cancro do tracto urindrio, hepatoma, cancro da mama, cancro do
cdlon, cancro rectal, cancro colorrectal, carcinoma do
endométrio ou uterino, carcinoma das glandulas salivares,
cancro do rim ou renal, cancro da prdéstata, cancro vulvar,
cancro da tirdide, carcinoma hepético, carcinoma anal,
carcinoma peniano, melanoma, mieloma maltiplo e linfoma de
células B, cancro do cérebro, assim como da cabeca e pescocgo,
e metdstases associadas.

Uma "célula gque expressa STEAP-1" é uma célula que expressa
STEAP-1 enddgena ou transfectada na superficie celular. Um
"cancro gque expressa STEAP-1" & um cancro compreendendo células
gue possuem proteina STEAP-1 presente na superficie celular. Um
"cancro que expressa STEAP-1" produz suficientes niveis de
STEAP-1 na superficie das suas células, de modo que um anticorpo
anti-STEAP-1 se lhes pode ligar e ter um efeito terapéutico em
relacdo ao cancro. Um cancro que "sobre-expressa" STEAP-1 & um
que tem niveis significativamente mais elevados de STEAP-1 na
superficie das suas células, comparativamente com uma célula
nadao cancerosa do mesmo tipo de tecido. Esta sobre-expresséao
pode ser causada por amplificacdo génica ou por transcrigao ou
traducdo aumentadas. A sobre-expressdo de STEAP-1 pode ser
determinada num ensaio de diagndéstico ou progndstico avaliando
0os niveis aumentados da proteina STEAP-1 presente na superficie
de uma célula (e.g. através de um ensaio imuno-histoquimico;
andlise FACS). Alternativamente, ou adicionalmente, podem-se
medir os niveis de ou ARNm, &cido nucleico que codifica STEAP-1,
na célula, e.g. através de técnicas de hibridacdo in situ
fluorescente; (FISH; veja-se W098/45479 publicado em Outubro,
1998), Southern blotting, Northern blotting ou reacg¢do em cadeia
pela polimerase (PCR), tal como PCR gquantitativa em tempo real
(RT-PCR) . Pode-se também estudar a sobre-expressdo de STEAP-1
medindo antigénio extravasado num fluido bioldégico tal como
soro, e.g., utilizando ensaios a base de anticorpos (veja-se
também, e.g., Patente U.S. 4,933,294 concedida em 12 de Junho,
1990; WO091/05264 publicado em 18 de Abril, 1991; Patente
U.S. 5,401,638 concedida em 28 de Marcgo, 1995; e Sias et al. J.
Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)). Para além dos ensaios
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anteriores, estdo disponiveis véarios ensaios in vivo aos
técnicos especialistas. Por exemplo, podem-se expor as células
no interior do corpo do paciente a um anticorpo qgue esté
opcionalmente marcado com um marcador detectéavel, e.g. um
isétopo radicactivo, e pode-se avaliar a ligacgdo do anticorpo
a células no paciente, e.g. por varrimento externo quanto a
radicactividade ou por andlise de uma bidpsia obtida de um
paciente previamente exposto ao anticorpo. Um cancro que
expressa STEAP-1 inclui cancro da préstata, do pulmdo e do
codlon.

Como aqui se utiliza, "tratamento" (e variacgles tais como
"tratar") refere-se a intervencdo clinica numa tentativa de
alterar o decorrer natural do individuo ou da célula a tratar,
e pode ser realizado para profilaxia ou durante o decorrer da
patologia clinica. Os efeitos desejaveis do tratamento incluem
a prevencgdo da ocorréncia ou recorréncia da doenga, alivio de
sintomas, diminuicdo de quaisquer consequéncias patoldgicas
directas ou indirectas da doenca, prevencdo de metastases,
diminuicdo da velocidade de progressédo da doenca, melhoria ou
paliacdo do estado de doenca, e remissdo ou progndstico
melhorado. Em algumas concretizagdes, os anticorpos da invencgéao
sdo utilizados para retardar o desenvolvimento de uma doenca ou
desordem ou para retardar a progressao de uma doenga ou
desordem.

Os parémetros anteriores para determinacdo do sucesso de
um tratamento e da melhoria na doenca sao prontamente
mensuravels por procedimentos de rotina familiares a um médico.
Para a terapia do cancro, a eficidcia pode ser medida, por
exemplo, por determinacdo do tempo até a progressdo da doenca
(TTP) e/ou por determinacdo da taxa de resposta (RR). Para o
cancro da prdstata, a progressido da terapia pode ser determinada
por métodos de rotina, usualmente por medicdo dos niveis de PSA
no soro (antigénio especifico da prdstata); quanto mais elevado
o nivel de PSA no sangue, mais extenso é o cancro. Estéao
disponiveis ensaios comerciais para detecgdo do PSA, e.g., o0s
kits de ensaio de PSA Tandem-E e Tandem-R da Hybitech, o ensaio
policlonal ProsCheck da Yang (Yang Labs, Bellevue, WA), o Imx
da Abbott (Abbott Labs, Abbott Park, IL), etc. A metdstase pode
ser determinada encenando testes e por varrimento 6sseo e testes
ao nivel do cédlcio e outras enzimas para determinar a
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disseminagcdo para o ©0sSso. Podem também ser realizados
varrimentos de CT para observar a disseminacdo para a pélvis e
ndédulos linfédticos na 4&rea. Raios-x ao tdrax e medicdo dos
niveis das enzimas hepaticas por métodos conhecidos séo
utilizados para procurar metdstases nos pulmdes e no figado,
respectivamente. Outros métodos de rotina para a monitorizacéao
da doencga incluem ultrassonografia transrectal (TRUS) e biopsia
transrectal com agulha (TRNB).

Um "individuo" é um vertebrado. Em determinadas
concretizagbes, o vertebrado ¢é um mamifero. Os mamiferos
incluem, mas nao se lhes limitam, animais de criacdo (tais como
vacas), animais de desporto, domésticos (tais como gatos, céaes
e cavalos), primatas, ratinhos e ratos. Em determinadas
concretizagdes, um mamifero & um ser humano.

Uma "quantidade eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz,
em dosagens e durante periodos de tempo necessdrios, para se
conseguir o resultado terapéutico ou profildctico desejado. Uma
"quantidade terapeuticamente eficaz" de uma substédncia/molécula
da invengdo pode variar de acordo com factores tais como o
estado de doenca, a idade, sexo e peso do individuo, e a
capacidade da substédncia/molécula, para eliciar uma resposta
desejada no individuo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz
abrange uma quantidade em que quaisquer efeitos tdéxicos ou
prejudiciais da substédncia/molécula s&o ultrapassados pelos
efeitos terapeuticamente benéficos. Uma "quantidade
profilacticamente eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz, em
dosagens e durante periodos de tempo necessarios, para se
conseguir o resultado profildctico desejado. Tipicamente, mas
ndo necessariamente, como uma dose profildctica é utilizada nos
individuos antes, ou num estdgio precoce da doencga, a guantidade
profilacticamente eficaz seré inferior a qguantidade
terapeuticamente eficaz. No caso do cancro, a quantidade
terapeuticamente eficaz do farmaco pode reduzir o numero de
células cancerosas; reduzir a dimensdo do tumor; inibir (i.e.,
retardar em alguma extensdao e preferivelmente parar) a
infiltracdo de células cancerosas em 6rgdos periféricos; inibir
(i.e., retardar em alguma extensdo e preferivelmente parar) a
metédstase tumoral; inibir, em alguma extensdo, O crescimento
tumoral; e/ou aliviar em alguma extensdo um ou mais dos sintomas
associados ao cancro. Veja-se a definigcdo precedente de
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"tratamento". Na medida em qgque o farmaco possa prevenir o
crescimento e/ou matar células cancerosas existentes, pode ser
citostatico e/ou citotdxico.

Administracéo "crénica" refere-se a administracao do(s)
agente (s) num modo continuo em oposigcdo a um modo agudo, de
modo a manter o efeito terapéutico (actividade) inicial durante
um periodo de tempo prolongado. Administracdo "intermitente" é
o tratamento que n&o ¢é consecutivamente realizado sem

interrupcdo, mas, é sim, de natureza ciclica.

Administracdo "em combinacao com"™ um ou mais outros agentes
terapéuticos inclui a administracdo simulténea (concorrente) e

consecutiva por qualgquer ordem.

"Transportadores", como aqui se utiliza, incluem
transportadores, excipientes ou estabilizantes
farmaceuticamente aceitdveis que ndo sdo tdéxicos para a célula
ou para o mamifero que lhe ¢é exposto nas dosagens e
concentracdes empregues. Frequentemente, o} transportador
fisiologicamente aceitédvel € uma solugdo aquosa de pH tamponado.
Os exemplos de transportadores fisiologicamente aceitéveis
incluem tampdes tais como fosfato, citrato e outros &cidos
orgénicos; antioxidantes incluindo &dcido ascérbico; polipéptido
de Dbaixo peso molecular (menos de cerca de 10 residuos);
proteinas, tais como albumina sérica, gelatina, ou
imunoglobulinas; polimeros hidréfilos tais como
polivinilpirrolidona; aminodcidos tais como glicina, glutamina,
asparagina, arginina ou lisina; monossacaridos, dissacaridos,
e outros hidratos de carbono incluindo glucose, manose ou
dextrinas; agentes quelantes tais como EDTA; alddis tais como
manitol ou sorbitol; contra-ides formadores de sais tais como
sédio; e/ou tensiocactivos ndo idnicos tais como TWEEN™,
polietilenoglicol (PEG) e PLURONICS™,

"Marcador", como aqui se utiliza, refere-se a um composto
ou uma composicdo detectéveis que sdo conjugados directamente
ou indirectamente com o anticorpo de modo a gerar um anticorpo
"marcado". O marcador pode ser detectdvel por si sé6 (e.g.
marcadores de radioisdétopos ou marcadores fluorescentes) ou, no
caso de um marcador enzimdtico, pode catalisar uma alteracdao



EP 2 502 938/PT
81

gquimica de um composto ou uma composicdo substrato que é
detectéavel.

A expressado "marcado com epitopo" aqui utilizada refere-se
a um polipéptido quimérico compreendendo um polipéptido do
anticorpo anti-PSCA fundido com um "polipéptido marcador™. O
polipéptido marcador possui suficientes residuos para
proporcionar um epitopo contra o qual um anticorpo possa ser
criado, e ¢é no entanto suficientemente curto para que néo
interfira com a actividade do polipéptido de Ig ao qual esté
fundido. O polipéptido marcador €& também preferivelmente
francamente Unico para que o anticorpo ndo reaja cruzadamente
de modo substancial com outros epitopos. Os polipéptidos
marcadores adequados geralmente possuem pelo menos seis
residuos de aminodcido e usualmente entre cerca de 8 e
50 residuos de aminodcido (preferivelmente, entre cerca de 10
e 20 residuos de aminoéacido).

Uma "molécula pequena" é aqui definida como possuindo um

peso molecular inferior a cerca de 500 Daltons.

A expressao "bula de embalagem" é utilizada para referir
as instrugdes normalmente incluidas em embalagens comerciais de
produtos terapéuticos, que contém informacdo acerca das
indicacgdes, utilizacéao, dosagem, administracéo, contra-—
indicagbes e/ou adverténcias relativamente a utilizagdo destes
produtos terapéuticos.

Um "acido nucleico isolado" €& um &cido nucleico, e.g., um
ARN, um ADN ou um polimero misto, que estd substancialmente
separado de outras sequéncias de ADN do genoma assim como de
proteinas ou complexos tais como ribossomas e polimerases, que
acompanham naturalmente uma sequéncia nativa. A expressao
abrange uma sequéncia de acido nucleico que foi removida do seu
ambiente de ocorréncia natural, e inclui isolados de ADN
recombinantes ou clonados e andlogos sintetizados quimicamente
ou analogos sintetizados biologicamente por sistemas
heterélogos. Uma molécula substancialmente pura inclui formas
isoladas da molécula.

"Vector" inclui vectores vaivém e de expresséao.
Tipicamente, a construcdo plasmidica também incluird uma origem
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de replicacao (e.g., a origem de replicacdo ColE) e um marcador
seleccionéavel (e.qg., resisténcia a ampicilina ou a
tetraciclina), para replicacdo e selecgao, respectivamente, dos
plasmideos em bactérias. Um "vector de expressao" refere-se a
um vector que contém as sequéncias de controlo ou elementos
reguladores necessarios para a expressdo dos anticorpos
incluindo fragmentos de anticorpo da invencdo, em células
bacterianas ou eucariotas. Os vectores adequados estéao
divulgados adiante.

A célula que produz um anticorpo anti-STEAP da invengéo
incluird a célula de hibridoma progenitora e.g., os hibridomas
que estdo depositados na ATCC, assim como células hospedeiras
bacterianas e eucariotas nas quais foi introduzido &cido
nucleico que codifica os anticorpos. As células hospedeiras
adequadas estao divulgadas adiante.

Um "agente inibidor do crescimento", quando aqui utilizado,
refere-se a um composto ou uma composicao que inibem o
crescimento de uma célula, especialmente uma célula cancerosa
que expressa PSCA, quer in vitro ou in vivo. Assim, o agente
inibidor do crescimento pode ser um que reduza
significativamente a percentagem de células que expressam PSCA
em fase S. Os exemplos de agentes inibidores do crescimento
incluem agentes que blogqueiam a progressédo no ciclo celular
(num local que nédo a fase S), tais como agentes que induzem
paragem em Gl e paragem em fase M. Os bloqueadores cléassicos de
fase M incluem as vincas (vincristina e vinblastina), taxanos
e 1inibidores de topoisomerase II tais como doxorrubicina,
epirrubicina, daunorrubicina, etoposido e Dbleomicina. Os
agentes que param em fase Gl também extravasam para paragem em
fase S, por exemplo, agentes alquilantes de ADN tais como
tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatina,
metotrexato, 5-fluorouracilo e ara-C. Pode-se encontrar
informagdo adicional em The Molecular Basis of Cancer,
Mendelsohn and Israel, eds., Chapter 1, intitulado "Cell cycle
regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" de Murakami et
al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente na p. 13.
Os taxanos (paclitaxel e docetaxel) sao fadrmacos
anticancerosos, ambos derivados do teixo. 0 docetaxel
(TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado do teixo europeu, é
um andlogo semi-sintético do paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers
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Squibb). O paclitaxel e o docetaxel promovem a montagem de
microtubulos a partir de dimeros de tubulina e estabilizam os
microtubulos prevenindo a despolimerizacdo, o gue resulta na

inibigcdo da mitose nas células.

A expressao "agente citotédxico", como aqui se utiliza,
refere-se a uma substédncia que inibe ou previne uma funcdao
celular e/ou causa a morte ou destruicdo celulares. Na expressdo
pretendem-se incluir isdétopos radiocactivos (e.g., At2ll, 71131,
1125, Y20, Relss, Rel8s, Sm153, Biz12, P32, Pbh212 e isétopos
radiocactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos (e.g.,
metotrexato, adriamicina, alcaldides de wvinca (vincristina,
vinblastina, etoposido), doxorrubicina, melfalano, mitomicina
C, clorambucilo, daunorrubicina ou outros agentes
intercalantes, enzimas e seus fragmentos tais como enzimas
nucleoliticas, antibidéticos e toxinas tais como toxinas de
molécula peguena ou toxinas enzimaticamente activas de origem
bacteriana, fungica, vegetal ou animal, incluindo seus
fragmentos e/ou variantes, toxinas, agentes inibidores do
crescimento, porgcbes de farmaco, e o0s varios agentes
antitumorais ou anticancerosos adiante divulgados. Outros
agentes citotdéxicos séo descritos adiante. Um agente tumoricida
provoca a destruicdo de células tumorais.

Uma "toxina" é qualquer substancia susceptivel de possuir
um efeito prejudicial sobre o crescimento ou a proliferacdo de
uma célula.

Um "agente qguimioterapéutico™ é um composto quimico util
no tratamento do cancro. Os exemplos de agentes
quimioterapéuticos incluem agentes alquilantes tais como
tiotepa e ciclosfosfamida CYTOXAN®; sulfonatos de alquilo tais
como busulfano, improsulfano e piposulfano; aziridinas tais
como benzodopa, carboquona, meturedopa e uredopa; etileniminas
e metilamelaminas incluindo altretamina, trietilenomelamina,
trietilenofosforamida, trietilenotiofosforamida e
trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina e
bulatacinona); delta-9-tetra-hidrocanabinol (dronabinol,
MARINOL®) ; beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido
betulinico; uma camptotecina (incluindo o andlogo sintético
topotecano (HYCAMTIN®) , CpT-11 (irinotecano, CAMPTOSAR®) ,
acetilcamptotecina, escopolectina e 9-aminocamptotecina) ;
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briostatina; calistatina; CC-1065 (incluindo os seus andlogos
sintéticos adozelesina, carzelesina e bizelesina) ;
podofilotoxina; &cido podofilinico; teniposido; criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 e criptoficina 8); dolastatina;
duocarmicina (incluindo os analogos sintéticos, KW-2189 e CBl1-
T™™1) ; eleuterobina; pancratistatina; uma sarcodictina;
espongistatina; mostardas de azoto tais como clorambucilo,
clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida,
mecloretamina, cloridrato de é6éxido de mecloretamina, melfalano,
novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida,
mostrada de wuracilo; nitrosoureias tais como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina e
ranimnustina; antibidéticos tais como os antibidéticos de
enediina (e.g., caligqueamicina, especialmente caliqueamicina
gama 11 e caliqueamicina démega 11 (veja-se, e.g., Agnew, Chem
Intl. Ed. FEngl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluindo
dinemicina A; uma esperamicina; assim como croméforo de

neocarzinostatina e croméforos antibidticos de cromoproteina

enediina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azasserina, bleomicinas, cactinomicina,
carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas,

dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-—
norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (incluindo morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino—-doxorrubicina, 2-pirrolino-
doxorrubicina e desoxidoxorrubicina), epirrubicina,
esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tais
como mitomicina C, dcido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-
metabolitos tais como metotrexato e 5-fluorouracilo (5-FU);
andlogos de &cido fdlico tais como denopterina, metotrexato,
pteropterina, trimetrexato; andlogos de purina tais como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos
de pirimidina tais como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; androgénios tais como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
testolactona; anti-supra-renais tais como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; repositor de acido félico tais como acido
frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; acido
aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
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bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziguona;
elfornitina; acetato de eliptinio; uma epotilona; etoglucid;

nitrato de galio; hidroxiureia; lentinano; lonidainina;
maitansindides tais como maitansina e ansamitocinas;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;

pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etil-
hidrazida; procarbazina; complexo de polissacdrido PSK® (JHS
Natural Products, Eugene, OR); razoxana; rizoxina; sizofirano;
espirogermédnio; acido tenuazdnico; triaziquona; 2,2',2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2,
verracurina A, vroridina A e anguidina); uretano; vindesina
(ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; manomustina; mitobronitol;

mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindésido ("Ara-C");
tiotepa; taxdides, e.g., paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers
Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANE"Cremophor-free,

formulagdo de nanoparticulas manipuladas com albumina de
paclitaxel (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg,
Illinois), e docetaxel TAXOTERE® (Rhdéne-Poulenc Rorer, Antony,
Franca); clorambucilo; gencitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; analogos de platina tais como
cisplatina e carboplatina; vinblastina (VELBAN®); platina;

etoposido (VP-16) ; ifosfamida; mitoxantrona; vincristina
(ONCOVIN®) ; oxaliplatina; leucovovina; vinorelbina
(NAVELBINE®) ; novantrona; edatrexato; daunomicina;

aminopterina; ibandronato; inibidor de topoisomerase REFS 2000;
difluorometilomitina (DMFO) ; retindides tais como Aacido
retindico; capecitabina (XELODA®); sais, &cidos ou derivados
farmaceuticamente aceitdveis de quaisquer dos anteriores; assim
como combinacdes de dois ou mais dos anteriores tais como CHOP,
uma abreviatura para uma terapia combinada de ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina e ©prednisolona, e FOLFOX, uma
abreviatura para um regime de tratamento com oxaliplatina
(ELOXATIN™) combinada com 5-FU e leucovovina.

Estdo também incluidos nesta definigdo os agentes anti-
hormonais que actuam para regular, reduzir, bloquear ou inibir
os efeitos de hormonas qgque podem promover o crescimento do
cancro, e estdo frequentemente na forma de tratamento sistémico,
ou de corpo completo. Podem ser eles proéprios hormonas. Os
exemplos incluem anti-estrogénios e moduladores selectivos de
receptores de estrogénios (SERM), incluindo, por exemplo,
tamoxifeno (incluindo o tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno
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EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno,
ceoxifeno, LY 117018, onapristona e toremifeno FARESTON®; anti-
progesteronas; infra-reguladores de receptores de estrogénios
(ERD); agentes que funcionam para suprimir ou “desligar” os
ovarios, por exemplo, agonistas da hormona libertadora da
hormona leutinizante (LHRH) tais como acetato leuprolida
LUPRON® e ELIGARD®, acetato de goserelina, acetato de buserelina
e tripterelina; outros anti-androgénios tais como flutamida,
nilutamida e bicalutamida; e inibidores de aromatase que inibem

a enzima aromatase, que regula a producdo de estrogénio nas

glandulas supra-renais, tais como, por exemplo, 4(5) -
imidazoles, aminoglutetimida, acetato de megestrol MEGASE®,
exemestano AROMASIN®, formestania, fadrozole, vorozole
RIVISOR®, letrozole FEMARA® e anastrozole ARIMIDEX®. Em adicéo,
esta definicéao de agentes quimioterapéuticos inclui
bisfosfonatos tais como clodronato (por exemplo, BONEFOS® ou
OSTAC®), etidronato DIDROCAL®, NE-58095, acido
zoledrdénico/zoledronato ZOMETA®, alendronato FOSAMAX®,

pamidronato AREDIA®, tiludronato SKELID® ou risedronato
ACTONEL®; assim como troxacitabina (um andlogo do nucledsido de
citosina de 1,3-dioxolano); oligonucledtidos anti-sentido,
particularmente aqueles que inibem a expressdo de genes em vias
de sinalizacdo implicadas em proliferacdo celular aberrante,
tais como, por exemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras e receptor do
factor crescimento epidérmico (EGF-R); vacinas tais como a
vacina THERATOPE® e vacinas de terapia génica, por exemplo,
vacina ALLOVECTIN®, vacina LEUVECTIN® e vacina VAXID®; inibidor
de topoisomerase 1 LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditosilato de
lapatinib (um inibidor de molécula pequena de tirosina-quinase
dual ErbB-2 e EGFR também conhecido como GW572016); e sais,
dcidos ou derivados farmaceuticamente aceitaveis de quaisquer
dos anteriores.

Um "agente inibidor do crescimento", quando aqui utilizado,
refere-se a um composto ou uma composicdo que inibem o
crescimento de uma célula (tal como uma célula gue expressa
STEAP-1) quer in vitro ou in vivo. Assim, o agente inibidor do
crescimento pode ser um que reduz significativamente a
percentagem de células (tais como células que expressam STEAP-1)
em fase S. Os exemplos de agentes inibidores do crescimento
incluem agentes que bloqueiam a progressadao do ciclo celular
(num lugar que nao a fase S), tais como agentes que induzem
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paragem em Gl e paragem em fase M. Os bloqueadores cléassicos de
fase M incluem as vincas (vincristina e vinblastina), taxanos,
e 1inibidores de topoisomerase II tais como doxorrubicina,
epirrubicina, daunorrubicina, etoposido e Dbleomicina. Os
agentes que param em Gl também extravasam para paragem em
fase S, por exemplo, agentes alquilantes de ADN tais como
tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatina,
metotrexato, 5-fluorouracilo e ara-C. Pode-se encontrar
informagé&o adicional em The Molecular Basis of Cancer,
Mendelsohn and Israel, eds., Chapter 1, intitulado "Cell cycle
regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" de Murakami et
al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente na p. 13.
Os taxanos (paclitaxel e docetaxel) sao farmacos
anticancerosos, ambos derivados do teixo. @) docetaxel
(TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado do teixo europeu, é
um andlogo semi-sintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers
Sqguibb). O paclitaxel e o docetaxel promovem a montagem de
microtubulos a partir de dimeros de tubulina e estabilizam os
microtubulos prevenindo a despolimerizacdo, o que resulta na
inibicdo da mitose nas células.

A expressao "metabolito intracelular"™ refere-se a um
composto resultante de um processo ou reacgcdo metabdlicos no
interior de uma célula num conjugado anticorpo-farmaco (ADC).
O processo ou reaccao metabdlicos podem ser um Processo
enzimdtico, tal como uma clivagem proteolitica de um ligante
peptidico do ADC, ou uma hidrdélise de um grupo funcional tal
como uma hidrazona, um éster ou uma amida. Os metabolitos
intracelulares incluem, mas nado se lhes limitam, anticorpos e
farmaco livre que sofreram clivagem intracelular apds entrada,
difusdo, assimilacdo ou transporte para uma célula.

As expressdes "clivado intracelularmente" e "clivagem
intracelular" referem-se a um processo ou reaccao metabdlicos
no interior de uma célula num conjugado anticorpo-farmaco (ADC)
através do qual a fixacdo covalente, i.e. ligante, entre a
porcédo de farmaco (D) e o anticorpo (Ab) é quebrada, resultando
o farmaco livre dissociado do anticorpo no interior da célula.

As porgdes clivadas do ADC sdo assim metabolitos intracelulares.

O termo "biodisponibilidade" refere-se a disponibilidade
sistémica (i.e., niveis no sangue/plasma) de uma determinada
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quantidade de fdrmaco administrada a um paciente. A
biodisponibilidade & um termo absoluto que indica a medicao da
quantidade no tempo (taxa) e total (extensdo) de farmaco que
atinge a circulacéo geral a partir de uma forma de dosagem
administrada.

A expressédo "actividade citotdxica™ refere-se a um efeito
de morte celular, citostédtico ou inibidor do crescimento de um
conjugado anticorpo-fadrmaco ou de um metabolito intracelular de
um conjugado anticorpo-farmaco. A actividade citotdxica pode
ser expressa como o valor de ICsp, que é a concentracdo (molar
ou em massa) por unidade de volume a gque metade das células

sobrevive.

"Alguilo"™ ¢é um hidrocarboneto C1-C1l8 contendo &tomos de
carbono normais, secundarios, tercidrios ou ciclicos. Os
exemplos sao metilo (Me, -CHs), etilo (Et, -CHzCHz), 1l-propilo
(n-Pr, n-propilo, —CH2CH2CH3) , 2-propilo (i-Pr, i-
propilo, -CH(CHs)2), 1l-butilo (n-Bu, n-butilo, -CH,CH,CH,CHs),
2-metil-l-propilo (i-Bu, i-butilo, -CH;CH(CHsz):), 2-butilo (s-
Bu, s-butilo, -CH(CHs)CH,CHz), 2-metil-2-propilo (t-Bu, t-
butilo, -C(CHs3)3:), l-pentilo (n-pentilo, -CH2CH2CH2CH2CH3), 2-
pentilo (-CH(CHsz)CH;CH2CHs), 3-pentilo (-CH(CH2CHz)2), 2-metil-2-
butilo (-C(CHs)2CH2CHs), 3-metil-2-butilo (-CH(CHz)CH(CH3)z2), 3-

metil-1-butilo (-CH2CH.CH (CH3) 2) , 2-metil-1-butilo
(—CH,CH (CHz) CH2CH3) , l-hexilo (-CH,CH,CH»CH,CH,CH3) , 2-hexilo
(—-CH (CH3) CH2CH2CH2CH3) , 3-hexilo (-CH(CH:CHsz) (CH,CH,CHz)), 2-metil-2-
pentilo (—C (CH3) 2CH2CH.CH3) , 3-metil-2-pentilo
(—CH (CH3) CH (CH3) CH2CH3) , 4-metil-2-pentilo (—-CH(CHsz)CH2CH (CHs)2),
3-metil-3-pentilo (—C (CH3) (CH2CH3) 2), 2-metil-3-pentilo (-
CH (CH2CH3) CH (CH3) 2) , 2,3-dimetil-2-butilo (-C(CHs) 2CH(CHz) 2) ,

3,3-dimetil-2-butilo (-CH(CHsz)C (CHs3) 3.

O termo "algquilo C1-C8", como aqui se utiliza, refere-se
a um hidrocarboneto de cadeia linear ou ramificada, saturado ou
insaturado possuindo de 1 a 8 &tomos de carbono. 0s grupos
"algquilo Ci1-Cs" representativos incluem, mas nado se lhes
limitando, -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo,
-n-hexilo, -n-heptilo, -n-octilo, -n-nonilo e —-n-decilo;
enquanto os alquilos Ci—-Cg ramificados incluem, mas ndo se lhes
limitando, -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -terc-butilo,
—isopentilo, 2-metilbutilo, os alquilos (C1-Cg insaturados
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incluem, mas nao se lhes 1limitando, -vinilo, -alilo, -1-
butenilo, -2-butenilo, —-isobutilenilo, -1l-pentenilo, -2-
pentenilo, -3-metil-1-butenilo, -2-metil-2-butenilo, -2,3-
dimetil-2-butenilo, l-hexilo, 2-hexilo, 3-hexilo, —acetilenilo,
-propinilo, -l-butinilo, -2-butinilo, -l-pentinilo, -2-
pentinilo, -3-metil-1-butinilo. Metilo, etilo, propilo,

isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-
pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo, iso-hexilo, 2-
metilpentilo, 3-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3
dimetilbutilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,3-dimetilpentilo, 3,3-
dimetilpentilo, 2,3,4-trimetilpentilo, 3-metil-hexilo, 2,2-
dimetil-hexilo, 2,4-dimetil-hexilo, 2,5-dimetil-hexilo, 3,5-
dimetil-hexilo, 2,4-dimetilpentilo, 2-metil-heptilo, 3-metil-
heptilo, n-heptilo, iso-heptilo, n-octilo e iso-octilo. Um
grupo algquilo C;-Cs pode ser ndo substituido ou substituido com
um ou mais grupos incluindo, mas ndo se lhes limitando, —-alquilo
C1-Cs, -O-(algquilo Ci-Cs), -arilo, -C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR',
-C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R'")2, -NHC(O)R', —-SOzR', -S(O)R', -
S(O)R', - OH, -halogéneo, -N3, -NH,, -NH(R'), -N(R'), e -CN;
onde cada R' é independentemente seleccionado entre H, -alquilo
C1-Cs e arilo.

"Alcenilo" €& um hidrocarboneto C;-Cis contendo &tomos de
carbono normais, secundarios, tercidrios ou ciclicos com pelo
menos um local de insaturacdo, i.e. uma ligacdo dupla sp?,
carbono-carbono. Os exemplos incluem, mas nao se lhes limitando:
etileno ou vinilo (-CH=CH;), alilo (-CH,CH=CHz), ciclopentenilo
(-CsH7) e 5-hexenilo (-CH; CH2CH2CH;CH=CHzy)

"Alcinilo" é um hidrocarboneto C;-Cis contendo &tomos de
carbono normais, secunddrios, tercidrios ou ciclicos com pelo
menos um local de insaturacao, i.e. uma ligacado tripla sp,
carbono-carbono. Os exemplos incluem, mas nao se lhes limitando:

acetilénico (-C CH) e propargilo (—-¢H CH),

"Alguileno" refere-se a um radical hidrocarboneto
saturado, de cadeia linear ou ramificada ou ciclica de 1-
18 &4tomos de carbono, e possuindo dois centros radicalares
monovalentes derivados pela remocdo de dois dtomos de hidrogénio
do mesmo ou de dois adtomos de carbono diferentes de um alcano
progenitor. Os radicais alqguileno tipicos incluem, mas ndo se
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lhes limitando: metileno (-CHy-) 1,2-etilo (-CH2CH,-), 1,3-
propilo (-CH2CH2CH;-) e 1,4-butilo (-CH2CH,CH2CH,-) .

Um "alguileno Ci—Cio" é um grupo hidrocarboneto de cadeia
linear, saturado, com a férmula - (CHz)i1-10—. Os exemplos de um
alquileno C1-Cio incluem metileno, etileno, propileno, butileno,
pentileno, hexileno, heptileno, octileno, nonileno e decaleno.

"Alcenileno" refere-se a um radical hidrocarboneto
insaturado, de cadeia linear ou ramificada ou ciclica de 2-
18 4tomos de carbono, e possuindo dois centros radicalares
monovalentes derivados pela remocgdo de dois &tomos de hidrogénio
do mesmo ou de dois A&tomos de carbono diferentes de um alceno
progenitor. Os radicais alcenileno tipicos incluem, mas nao se
lhes limitando: 1,2-etileno (-CH=CH-).

"Alcinileno" refere-se a um radical hidrocarboneto
insaturado, de cadeia linear ou ramificada ou ciclica de 2-
18 &tomos de carbono, e possuindo dois centros radicalares
monovalentes derivados pela remocédo de dois dtomos de hidrogénio
do mesmo ou de dois atomos de carbono diferentes de um alcino
progenitor. Os radicais alcinileno tipicos incluem, mas ndo se
lhes limitando: acetileno (-C C-), propargilo (-¢H C-) e 4-
pentinilo (-CHzCH;CH:C C-).

"Arilo" refere-se a um grupo carbociclico aromdtico. Os
exemplos de grupos arilo incluem, mas ndo se lhes limitando,
fenilo, naftilo e antracenilo. Um grupo carbociclico aromatico
ou um grupo heterociclico aromdtico podem ser ndo substituidos
ou substituidos com um ou mais grupos incluindo, mas ndo se
lhes limitando, —alquilo C1-Csg, -0-(alquilo C1-Cs), -
arilo, -C(O)R', -0OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -
C(O)N(R"), -NHC(O)R', -S(O)2R', -S(O)R', -OH, -halogéneo, -Ns,
-NH;, -NH(R'), -N(R'); e —-CN; em que cada R' é independentemente
seleccionado entre H, -alquilo C;-Cs e arilo.

Um "arileno" & um grupo arilo que possuil duas ligacdes
covalentes e pode estar nas configuracgdes orto, meta ou para
como mostrado nas seguintes estruturas:
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em que o grupo fenilo pode ser ndo substituido ou substituido
com até quatro grupos incluindo, mas nao se lhes
limitando, -algquilo Ci1-Cs, -0-(alquilo C:-Cs), -arilo, -C(O)R',
-0C(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R')2 -NHC(O)R',
-S(0)2R', -S(O)R', -0OH, -halogéneo, -Nz, -NHz, -NH(R'), -N(R'):
e -CN; em que cada R' é independentemente seleccionado entre
H, —-alquilo Ci-Cg e arilo.

"Arilalquilo" refere-se a um radical alquilo aciclico em
que um dos atomos de hidrogénio ligados a um atomo de carbono,
tipicamente um Aatomo de carbono terminal ou sp?, estéa
substituido por um radical arilo. Os grupos arilalguilo tipicos
incluem, mas ndo se lhes limitando, benzilo, 2-feniletan-1-ilo,
2-fenileten-1-ilo, naftilmetilo, 2-naftiletan-1-ilo, 2—
naftileten-1-ilo, naftobenzilo e 2-naftofeniletan-1-ilo. O
grupo arilalquilo compreende 6 a 20 Atomos de carbono, e.g. a
porgdo alquilo, incluindo grupos alcanilo, alcenilo ou
alcinilo, do grupo arilalquilo tem 1 a 6 a&tomos de carbono e a
porgédo arilo tem 5 a 14 a&tomos de carbono.

"Heterocarilalquilo" refere-se a um radical alquilo
aciclico em que um dos adtomos de hidrogénio ligados a um &tomo
de carbono, tipicamente um &tomo de carbono terminal ou sp?,
estd substituido por um radical Thetercarilo. O0s grupos
heteroarilalquilo tipicos incluem, mas ndo se lhes limitando,
2-benzimidazolilmetilo e 2-furiletilo. 0 grupo
heteroarilalguilo compreende 6 a 20 &tomos de carbono, e.g. a
porcéo alquilo, incluindo grupos alcanilo, alcenilo ou
alcinilo, do grupo heteroarilalquilo tem 1 a 6 atomos de carbono
e a porgdo heterocarilo tem 5 a 14 dtomos de carbono e 1 a 3
heterodtomos seleccionados entre N, O, P e S. A porcgéo
heteroarilo do grupo hetercarilalquilo pode ser um monociclo
possuindo 3 a 7 membros no anel (2 a 6 Atomos de carbono ou um
biciclo possuindo 7 a 10 membros no anel (4 a 9 &atomos de
carbono e 1 a 3 heterodtomos seleccionados entre N, O, P e S),
por exemplo: um sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6] ou [6,6].

"Alquilo substituido", "arilo substituido"™ e "arilalqgquilo
substituido" significam algquilo, arilo e arilalquilo,
respectivamente, em que um ou mais &dtomos de hidrogénio estéo,
cada um independentemente, substituidos por um substituinte. Os
substituintes tipicos incluem, mas ndo se lhes limitando, -X,
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-R, -0, -OR, -SSR, -S7, -NR;, —-NRsz, =NR, -CX3, -CN, -0OCN, -SCN,
-N=C=0, -NCS, -NO, -NOz, =Nz, -N3, NC(=0)R, -C(=0)R, -C(=0)NRgz,
-5037, -S0s3H, -S(=0) 2R, -0S (=0) 20R, -S (=0) 2NR, -S(=0)R, -
OP (=0) (OR)2z, -P(=0) (OR)2, -PO3, -PO3Hz, -C(=0)R, -C(=0)X, -
C(=S)R, -COzR, -COz7, -C(=S)0OR, —-C(=0)SR, -C(=S)SR, —-C(=0)NRy,
C(=S)NRz, -C(=NR)NRz, onde cada X ¢é independentemente um
halogéneo: F, Cl, Br ou I; e cada R é independentemente -H,
alguilo Cz—Cisg, arilo Cs—Czy, heterociclo C3-Ci4, um grupo
protector ou uma PpPorcao pré—-farmaco. Grupos alqgquileno,
alcenileno e alcinileno como descrito acima podem também estar
similarmente substituidos.

"Heteroarilo" e "heterociclo" referem-se a um sistema de
anel em que um ou mais atomos do anel s&do heteroatomos, e.q.
azoto, oxigénio e enxofre. O radical heterociclo compreende 1
a 20 adtomos de carbono e 1 a 3 heterodtomos seleccionados entre
N, O, P e S. Um heterociclo pode ser um monociclo possuindo 3
a 7 membros no anel (2 a 6 &tomos de carbono e 1 a 3 heterodtomos
seleccionados entre N, O, P e S) ou um biciclo possuindo 7 a 10
membros no anel (4 a 9 &tomos de carbono e 1 a 3 heterocdtomos
seleccionados entre N, O, P e S), por exemplo: um sistema
biciclo [4,5], I[5,5], [5,6] ou [6,6].

Heterociclos estdo descritos em Paquette, Leo A.;
"Principles of Modern Heterocyclic Chemistry" (W.A. Benjamin,
New York, 1968), particularmente nos Capitulos 1, 3, 4, 6, 7,
e 9; "The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series of
Monographs" (John Wiley & Sons, New York, 1950 até ao presente),
em particular nos Volumes 13, 14, 16, 19, e 28; e J. Am. Chem.
Soc. (1960) 82:5566.

Os exemplos de heterociclos incluem, a titulo de exemplo
e nao como limitacao, piridilo, di-hidropiridilo, tetra-
hidropiridilo (piperidilo), tiazolilo, tetra-hidrotiofenilo,
tetra-hidrotiofenilo oxidado por enxofre, pirimidinilo,

furanilo, tienilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo,
indolenilo, gquinolinilo, isoquinolinilo, benzimidazolilo,

piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, Z2-pirrolidonilo,
pirrolinilo, tetra-hidrofuranilo, bis-tetra-hidrofuranilo,
tetra-hidropiranilo, bis-tetra-hidropiranilo, tetra-hidro-
quinolinilo, tetra-hidro-isoquinolinilo, deca-hidro-
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quinolinilo, octa-hidro-isoquinolinilo, azocinilo, triazinilo,
6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H, 6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo,
fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
pirazinilo, piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-
indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo,
ftalazinilo, naftiridinilo, guinoxalinilo, quinazolinilo,
cinolinilo, pteridinilo, 4aH-carbazolilo, carbazolilo, -

carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo, pirimidinilo,
fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, furazanilo,
fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,

imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo,
indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo,
oxazolidinilo, benzotriazolilo, benzisoxazolilo, oxindolilo,
benzoxazolinilo e isatinoilo.

A titulo de exemplo e ndo como limitacdo, os heterociclos
ligados por carbono estao ligados na posicgao 2, 3, 4, 5 ou 6 de
uma piridina, na posig¢do 3, 4, 5 ou 6 de uma piridazina, na
posicao 2, 4, 5 ou 6 de uma pirimidina, na posicdo 2, 3, 5 ou
6 de uma pirazina, na posicao 2, 3, 4 ou 5 de um furano, tetra-
hidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrole ou tetra-hidropirrole,
na posicado 2, 4 ou 5 de um oxazole, imidazole ou tiazole, na
posicédo 3, 4 ou 5 de uma isoxazole, pirazole ou isotiazole, na
posicdo 2 ou 3 de uma aziridina, na posicao 2, 3 ou 4 de uma
azetidina, na posicéo 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 de uma gquinolina ou
na posigao 1, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 de uma isoguinolina. Ainda
mais tipicamente, os heterociclos ligados por carbono incluem
2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 5-piridilo, 6-piridilo, 3-
piridazinilo, 4-piridazinilo, 5-piridazinilo, 6-piridazinilo,
2-pirimidinilo, 4-pirimi-dinilo, S-pirimidinilo, 6-—
pirimidinilo, 2-pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-pirazinilo, 6-—
pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo ou 5-tiazolil.

A titulo de exemplo e ndo como limitac&o, os heterociclos
ligados por azoto estdo ligados na posicédo 1 de uma aziridina,
azetidina, pirrole, ©pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina,
imidazole, imidazolidina, 2—-imidazolina, 3-imidazolina,
pirazole, pirazolina, Z2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina,
piperazina, indole, indolina, 1H-indazole, na posicdo 2 de um
isoindole ou isoindolina, na posicao 4 de uma morfolina, e na
posicao 9 de um carbazole ou —-carbolina. Ainda mais
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tipicamente, 0os heterociclos ligados por azoto incluem
l-aziridilo, l-azetedilo, l-pirrolilo, l-imidazolilo,
l-pirazolilo e l-piperidinilo.

Um "heterociclo C3-Cg" refere-se a um carbociclo C3-Cs
aromdtico ou n&o aromdtico em gque um a quatro dos &tomos de
carbono do anel estdo independentemente substituidos por um
heterodtomo do grupo que consiste em O, S e N. Os exemplos
representativos de um heterociclo C3-Cs incluem, mas nao se lhes
limitando, benzofuranilo, benzotiofeno, indolilo,
benzopirazolilo, cumarinilo, isoquinolinilo, pirrolilo,
tiofenilo, furanilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo,
triazolilo, gquinolinilo, pirimidinilo, piridinilo, piridonilo,
pirazinilo, piridazinilo, isotiazolilo, isoxazolilo e
tetrazolilo. Um heterociclo C3-Cs pode ser ndo substituido ou
substituido com até sete grupos incluindo, mas ndo se lhes
limitando, -alguilo C;-Cs, -0O-(alguilo C;1-Cg), -arilo, -C(O)R',
-0C(O)R', -C(O)OR', —-C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R')2 -NHC(O)R',
-S(0)2R', -S(O)R', -0OH, -halogéneo, -Nsz, -NHz, -NH(R'), -N(R'):
e —-CN; em que cada R' é independentemente seleccionado entre H,
—alquilo Ci1-Cs e arilo.

"Heterociclo C3-Cs" refere-se a um grupo heterociclo Cz—Csg
definido acima em que um dos &atomos de hidrogénio do grupo
heterociclo estd substituido por uma ligacdo. Um heterociclo
C3—Cs pode ser né&o substituido ou substituido com até seis grupos
incluindo, mas n&o se lhes limitando, -alquilo C;-Cg, -0-
(algquilo Ci1-Cg), -arilo, -C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR', -C(O0)NHg,
- C(O)NHR', -C(O)N(R')2 -NHC(O)R', -S(O)2R', -S(O)R', -0H, -
halogéneo, -N3, -NH,, -NH(R'), -N(R'); e -CN; em gque cada R' é
independentemente seleccionado entre H, -alquilo Ci1-Cs e arilo.

"Carbociclo™ significa um anel saturado ou insaturado
possuindo 3 a 7 &tomos de carbono na forma de um monociclo ou
possuindo 7 a 12 atomos de carbono na forma de um biciclo. Os
carbociclos monociclicos possuem 3 a 6 atomos no anel, ainda
mais tipicamente 5 ou 6 &tomos no anel. Os carbociclos
biciclicos possuem 7 a 12 &tomos no anel, e.g. dispostos na
forma de um sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6] ou [6,6], ou
possuem 9 ou 10 dtomos no anel dispostos na forma de um sistema
biciclo [5,6] ou [6,6]. Os exemplos de carbociclos monociclicos
incluem ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, l-ciclopent-
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l-enilo, l-ciclopent-2-enilo, l-ciclopent-3-enilo, ciclo-
hexilo, l-ciclo-hex-1-enilo, l-ciclo-hex-2-enilo, 1l-ciclo-hex-
3-enilo, ciclo-heptilo e ciclo-octilo.

Um "carbociclo C3-Cg" €& um anel carbociclico ndo aroméatico
saturado ou insaturado de 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 membros. Os
carbociclos C3:-Cg representativos incluem, mas nao se lhes
limitando, —-ciclopropilo, —-ciclobutilo, —-ciclopentilo,
ciclopentadienilo, -ciclo-hexilo, -ciclo-hexenilo, -1,3-ciclo-
hexadienilo, -1,4-ciclo-hexadienilo, —-ciclo-heptilo, -1, 3-
ciclo-heptadienilo, -1,3,5-ciclo-hepta-trienilo, -ciclo-octilo
e -ciclo-octadienilo. Um grupo carbociclo C3—-Cg pode ser nao
substituido ou substituido com um ou mais grupos incluindo, mas
ndao se lhes limitando, -alquilo C;-Cg, -0-(algquilo C1-Cg), -
arilo, -C(O)R', -0OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -
C(O)N(R'")2 -NHC(O)R', -S(O)2R', -S(O)R', -0OH, -halogéneo, -Ns,
-NHz;, -NH(R'), -N(R'):, e —-CN; onde cada R' é independentemente
seleccionado entre H, —-alquilo Ci1-Cs e arilo.

Um "carbociclo C3-Cg" refere-se a um grupo carbociclo Cz—Cs
definido acima em que um dos &tomos de hidrogénio do grupo
carbociclo estéd substituido por uma ligagdo.

"Ligante" refere-se a uma porcdo quimica compreendendo uma
ligagdo covalente ou uma cadeia de &tomos que liga
covalentemente um anticorpo a uma porcdo de farmaco. Em varias
concretizacdes, os ligantes incluem um radical bivalente tal
como um alquildiilo, um arildiilo, um heterocarildiilo, porcdes
tais como: —(CR2)n0O(CR2)n—, unidades repetidas de algquiloxi (e.qg.
polietilenoxi, PEG, polimetilenoxi) e alguilamino (e.q.
polietilenoamino, Jeffamine™); e éster e amidas de diéacido
incluindo succinato, succinamida, diglicolato, malonato e

caproamida.

O termo "quiral"™ refere-se a moléculas dgue possuem a
propriedade de nédo sobreponibilidade com as suas 1imagens no
espelho, enquanto o termo "aquiral" se refere a moléculas que

sdo sobreponiveis com as suas imagens no espelho.

O termo "estereoisdémeros" refere-se a compostos que possuem
uma constituigdo guimica idéntica, mas diferem em relacgdo ao
arranjo dos atomos ou grupos no espago.
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"Diasteredmero" refere-se a um estereoisdmero com dois ou
mais centros de quiralidade e cujas moléculas ndo sdo imagens
no espelho uma da outra. Os diasteredmeros possuem diferentes
propriedades fisicas, e.g. pontos de fusdo, ponto de ebulicéo,
propriedades espectrais e reactividades. As misturas de
diasteredmeros podem ser separadas por procedimentos analiticos
de alta resolucdo tais como electroforese e cromatografia.

"Enantidémeros" referem-se a dois estereoisdmeros de um
composto que ndo sdo imagens no espelho sobreponiveis.

As definigdes e convencgdes estereoquimicas aqui utilizadas
seguem geralmente S.P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of
Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, New York; e
Eliel, E. e Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds
(1994) John Wiley & Sons, Inc., New York. Muitos compostos
orgdnicos existem em formas opticamente activas, i.e., tém a
capacidade de rodar o plano da luz polarizada. Na descricao de
um composto opticamente activo, os prefixos D e L, ou R e 8§,
sdo utilizados para denotar a configuracdo absoluta da molécula
em torno do(s) seu(s) centro(s) qgquiral(ais). Os prefixos d e 1
ou (+) e (-) sao empregues para designar o sinal de rotacao do
plano da luz polarizada pelo composto, com (—) ou 1 significando
que o composto é levo-rotatdrio. Um composto com o prefixo (+)
ou d é dextro-rotatdério. Para uma determinada estrutura quimica,
estes estereoisdmeros sdo idénticos excepto sendo imagens no
espelho um do outro. Um estereoisdmero especifico pode também
ser referido como um enantidmero, e uma mistura destes isdmeros
é frequentemente denominada uma mistura enantiomérica. Uma
mistura 50:50 de enantidémeros ¢é referida como uma mistura
racémica ou um racemato, que pode ocorrer guando nao houve
estereosseleccdao ou estereocespecificidade numa reacgao ou
processo quimicos. Os termos "mistura racémica"™ e "racemato"
referem-se a uma mistura equimolar de duas espécies
enantioméricas, desprovida de actividade éptica.

"Grupo rejeitado" refere-se a um grupo funcional que pode
ser substituido por outro grupo funcional. Certos grupos
rejeitados sdo bem conhecidos na especialidade, e o0s exemplos
incluem, mas nao se 1lhes 1limitando, um halogeneto (e.g.,
cloreto, brometo, iodeto), metanossulfonilo (mesilo),
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p-toluenossulfonilo (tosilo), trifluorometilsulfonilo (triflato)
e trifluorometilsulfonato.

Abreviaturas

COMPONENTES LIGANTES:
MC = 6-maleimidocaproilo

Val-Cit ou "yo" = valina-citrulina (um dipéptido
exemplificativo num ligante clivavel por protease)

Citrulina = &cido 2-amino-5-ureidopentandico

PAB = p-aminobenziloxicarbonilo (um exemplo de uma componente
ligante "auto-imolativa")

Me-Val-Cit = ©N-metil-valina-citrulina (em que a ligacéo
peptidica ligante foi modificada para impedir a sua clivagem

por catepsina B)

MC (PEG) 6-OH = maleimidocaproil-polietilenoglicol (pode ser
ligado a cisteinas do anticorpo).

SPP = N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato

SPDP N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato

SMCC = succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclo—-hexano—-1-

carboxilato

IT = iminotiolano

FARMACOS CITOTOXICOS:

MMAE = mono-metilauristatina E (MW 718)

MMAF = variante de auristatina E (MMAE) com uma fenilalanina no
terminal C do fédrmaco (MW 731,5)

MMAF-DMAEA = MMAF com DMAEA (dimetilaminoetilamina) numa
ligagédo amida a fenilalanina C-terminal (MW 801,5)

MMAF-TEG = MMAF com tetraetilenoglicol esterificado na
fenilalanina

MMAF-NtBu = N-t-butilo, ligado na forma de amida ao terminal C
de MMAF

DM1 = N(2')-desacetil-N(2'") - (3-mercapto-l-oxopropil)maitansina

DM3

N(2')-desacetil-N2- (4d-mercapto-l-oxopentil)maitansina
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DM4 = N(2')-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil) -
maitansina

Outras abreviaturas s&o como se segue: AE é auristatina E,
Boc é N-(t-butoxicarbonilo), cit é citrulina, dap é dolaproina,
DCC € 1,3-diciclo-hexilcarbodiimida, DCM ¢& diclorometano, DEA
é dietilamina, DEAD ¢ dietilazodi-carboxilato, DEPC &
dietilfosforilcianidato, DIAD ¢ diisopropilazodicarboxilato,
DIEA ¢é N,N-diisopropiletilamina, dil é dolaisoleucina, DMA é
dimetilacetamida, DMAP é 4-dimetilaminopiridina, DME é
dimetiléter de etilenoglicol (ou 1,2-dimetoxietano), DMF & N, N-
dimetilformamida, DMSO ¢é dimetilsulfdéxido, doe ¢é dolafenina,
dov é N,N-dimetilvalina, DITNB & 5,5'"-ditiobis (dcido 2-
nitrobenzdbéico), DTPA ¢é 4&cido dietilenotriaminopenta-acético,
DTT é ditiotreitol, EDCI é cloridrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida, EEDQ é 2-etoxi-1-
etoxicarbonil-1,2-di-hidrogquinolina, ES-MS é espectrometria de
massa com electropulverizacdo, EtOAc é acetato de etilo, Fmoc
€& N-(9-fluorenilmetoxicarbonilo), gly ¢ glicina, HATU ¢&
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'—
tetrametilurdnio, HOBt é 1-hidroxibenzotriazole, HPLC é
cromatografia liquida de alta presséo, ile é isoleucina, lys é
lisina, MeCN (CHsCN) € acetonitrilo, MeOH é metanol, Mtr é 4-
anisildifenilmetilo (ou 4-metoxitritilo), nor €& (1S,2R)—(+)-
norefedrina, PBS é solucdo salina tamponada com fosfato (pH
7,4), PEG é polietilenoglicol, Ph é fenilo, Pnp é p-nitrofenilo,
MC ¢é 6-maleimidocaproilo, phe ¢é L-fenilalanina, PyBrop &
hexafluorofosfato de Dbromo-tris-pirrolidinofosfdénio, SEC é
cromatografia de exclusdo por tamanhos, Su é succinimida, TFA
é 4cido trifluorocacético, TLC é cromatografia de camada fina,

UV é ultravioleta e val é valina.

COMPOSICOES E METODOS PARA AS PREPARAR

S&o proporcionados anticorpos que se ligam a STEAP-1. Sao
proporcionados imunoconjugados compreendendo anticorpos anti-
STEAP-1. Os anticorpos e os imunoconjugados da invencao sao
uteis, e.g., para o diagndstico ou o tratamento de desordens
associadas a expressao alterada, e.g., expressao aumentada, de
STEAP-1. Em determinadas concretizacbes, o0s anticorpos ou oS
imunoconjugados da invencdo s&o Uteis para o diagndéstico ou o
tratamento de uma desordem proliferativa celular, tal como o
cancro.
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Anticorpos anti-STEAP-1

Num aspecto, a invencédo proporciona anticorpos que se ligam
a STEAP-1. Em algumas concretizagdes, sao proporcionados
anticorpos que se ligam a uma forma madura de STEAP-1 humana e
de macaco Cynomolgus (cyno). Numa destas concretizacdes, uma
forma madura de STEAP-1 humana possui uma sequéncia de
aminocdcidos de SEQ ID NO:1 (Figura 1). A STEAP-1 de cyno possui
uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:3 (Figura 1). Em
algumas concretizacgdes, um anticorpo contra STEAP-1 liga-se a
uma forma madura de STEAP-1 expressa na superficie celular. Em
algumas concretizacgdes, um anticorpo que se liga a uma forma
madura de STEAP-1 expressa na superficie celular inibe o
crescimento da célula. Em algumas concretizacgdes, um anticorpo
anti-STEAP-1 liga-se a uma forma madura de STEAP-1 expressa na
superficie celular e 1inibe a ©proliferacdo celular. Em
determinadas concretizacdes, um anticorpo anti-STEAP-1 liga-se
a uma forma madura de STEAP-1 expressa na superficie celular e
induz morte celular. Em algumas concretizacdes, um anticorpo
anti-STEAP-1 liga-se a uma forma madura de STEAP-1 expressa na
superficie de células cancerosas. Em algumas concretizacdes, um
anticorpo anti-STEAP-1 liga-se a uma forma madura de STEAP-1
que € sobre-expressa na superficie de células cancerosas
relativamente a células normais do mesmo tecido de origem. Em
algumas concretizacodes, um anticorpo anti-STEAP-1 esté
conjugado com uma citotoxina ou um marcador detectéavel e liga-se
a STEAP-1 na superficie de uma célula. Em algumas
concretizacdes, o conjugado anticorpo-toxina inibe o)
crescimento da célula. Em algumas concretizacgdes, o conjugado
anticorpo-marcador detectdvel faz com gque uma célula gue
expresse STEAP-1 na sua superficie seja detectédvel in vitro ou

in vivo.

0O anticorpo anti-STEAP-1 ¢é um anticorpo monoclonal
humanizado. O anticorpo anti-STEAP-1 pode ser um fragmento de
anticorpo, e.g., um fragmento Fab, Fab'-SH, Fv, scFv ou (Fab'):.
Num aspecto, qualquer dos anticorpos anti-STEAP-1 aqui
descritos sao purificados.

Sao aqui proporcionados anticorpos monoclonais
exemplificativos derivados de wuma biblioteca de fagos. O
antigénio wutilizado para rastreio da Dbiblioteca foi um
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polipéptido possuindo a sequéncia de sequéncias de aminodcidos
de SEQ ID NO:28 ou SEQ ID NO:30, correspondentes aos dominios
extracelulares (ECD) de STEAP-1 beta e alfa. Os anticorpos
resultantes do rastreio da Dbiblioteca sd&do maturados em
afinidade.

Sao proporcionados anticorpos monoclonais que competem com
120.545 murino, enxerto 120 e 120v.24 humanizado pela ligacao
a STEAP-1. Sao também proporcionados anticorpos monoclonais que
se ligam ao mesmo epitopo que o 120.545 murino, o enxerto 120
e o0 120v.24 humanizado.

Num aspecto da invencao, sao proporcionados
polinucledétidos que codificam anticorpos anti-STEAP-1. Em
determinadas concretizacgdes, sao proporcionados vectores
compreendendo polinucledétidos que codificam anticorpos anti-
STEAP-1. Em determinadas concretizacgbes, sdo proporcionadas
células hospedeiras compreendendo estes vectores. Sao
proporcionadas composigdes compreendendo anticorpos anti-
STEAP-1 ou polinucledétidos que codificam anticorpos anti-
STEAP-1. Em determinadas concretizacdes, uma composicdo da
invengdo € uma formulacdo farmacéutica para utilizacgdo no
tratamento de um cancro, tal como definido na reivindicacao 16.

Segue-se uma descricdo detalhada de anticorpos anti-
STEAP-1 exemplificativos:

1. Concretizacbes especificas de anticorpos anti-STEAP-1

A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo um dominio wvaridvel da cadeia pesada
compreendendo SEQ ID NO:9 da Figura 2B. E também descrito um
anticorpo anti-STEAP-1 compreendendo um dominio wvariavel da
cadeia leve compreendendo SEQ ID NO:6 da Figura 2A.

A divulgagcdo proporciona um anticorpo anti-STEAP-1
compreendendo uma cadeia pesada compreendendo SEQ ID NO:9,
possuindo as seguintes alteracdes de amincdcidos na posicgdo de
Kabat indicada: A24V e opcionalmente uma ou mais de V371, V48M,
F67I, e L78F. A cadeia pesada compreende uma regiao de esqueleto
da cadeia pesada FR-H1 de SEQ ID NO:25. Como aqui se utiliza,
as regides de esqueleto da cadeia pesada sao designadas "FR-HI1-
H4" ou "HC-FR1-FR4", e as regides de esqueleto da cadeia leve
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sdo designadas "FR-L1-1L4" ou "LC-FR1-FR4". A presente
divulgagdo proporciona um anticorpo anti-STEAP-1 compreendendo
uma cadeia leve compreendendo SEQ ID NO:6.

A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo 6 das sequéncias HVR do anticorpo 120.v24
apresentadas nas Figuras 2A e 2B.

Genericamente, um anticorpo anti-STEAP-1 pode compreender
qualguer sequéncia de esqueleto de dominio variavel adequada,
desde que o anticorpo retenha a capacidade de se ligar a
STEAP-1. Por exemplo, em algumas concretizacgdes, os anticorpos
anti-STEAP-1 da invencdo compreendem uma sequéncia de esqueleto
de consenso da cadeia pesada do subgrupo III humano. A sequéncia
de esqueleto de consenso da cadeila pesada pode compreender
substituicdo (6es) na posicao 24, 37, 48, 67 e/ou 78. A posicdo
24 pode ser A ou V, a posicao 37 pode ser I ou V, a posicgao 48
pode ser M ou V, a posicdo 67 pode ser I ou F e/ou a posicdo 78
pode ser F ou L. Estes anticorpos podem compreender uma
sequéncia de esqueleto de dominio varidvel da cadeia pesada de
huMAb4D5-8, e.g., SEQ ID NO:21, 22, 23 e 24 (FR-H1l, FR-H2, FR-
H3, FR-H4, respectivamente). huMAb4D5-8 € comercialmente
conhecido como anticorpo anti-HER2 HERCEPTIN®, Genentech, Inc.,
South San Francisco, CA, EUA; também referido nas Pat. U.S.
6,407,213 & 5,821,337, e Lee et al., J. Mol. Biol. (2004),
340(5) :1073-93. Estes anticorpos podem compreender ainda uma
sequéncia de esqueleto de consenso da cadeia leve I humana.
Estes anticorpos podem compreender uma sequéncia de esqueleto
de dominio wvaridvel da cadeia leve de huMAb4D5-8, e.qg.
SEQ ID NO:17, 18, 19 e 20 (FR-L1, FR-L2, FR-L3, FR-L4,
respectivamente) .

Um anticorpo anti-STEAP-1 pode compreender um dominio
varidvel da cadeia pesada compreendendo uma Ssequéncia de
esqueleto e regides hipervariaveis, em gque a sequéncia de
esqueleto compreende as sequéncias FR-H1-FR-H4 de SEQ ID NO:25
(FR-H1), 22 (FR-H2), 23 (FR-H3), e 24 (FR-H4), respectivamente;
a HVR H1 compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:14;
a HVR-H2 compreende a sequéncia de amincacidos de SEQ ID NO:15;
e a HVR-H3 compreende uma sequéncia de aminocdcidos de
SEQ ID NO:16. Um anticorpo anti-STEAP-1 pode compreender um
dominio varidvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
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esqueleto e regides hipervaridveis, em que a sequéncia de
esqueleto compreende as sequéncias FR-L1-FR-L4 de SEQ ID NOs:17,
18, 19 e 20, respectivamente; a HVR-L1 compreende a sequéncia
de aminodcidos seleccionada entre SEQ ID NOs:11, 12 e 13. O
dominio variavel da cadeia pesada pode compreender SEQ ID NO:10
e o dominio varidvel da cadeia leve compreende SEQ ID NO:6.

A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo um dominio wvaridvel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos possuindo pelo menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:9 ou
10. Uma sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia pode conter substituicdes, insergdes ou delecdes
relativamente a sequéncia de referéncia, mas um anticorpo
compreendendo essa sequéncia de aminoédcidos retém a capacidade
de se ligar a STEAP-1. Um total de 1 a 10 aminocdcidos podem ser
substituidos, inseridos ou eliminados numa sequéncia de
SEQ ID NO:9, 10, 14, 15, 16, 21, 22, 23, 24, 25, 75, 76, 77, 78
e/ou 79. As substituicdes, insercdes ou delecgdes podem ocorrer
em regides fora das HVR (i.e., nas FR). Um anticorpo anti-
STEAP-1 pode compreender um dominio varidvel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:10.

A presente divulgagdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo um dominio varidvel da cadeia pesada como
representado na Figura 2B (SEQ ID NO:10).

As sequéncias HVR e FR da cadeia pesada aqui descritas
podem compreender as seguintes:

HVR-H1 (GYSITSDYAWN, SEQ ID NO:14)

HVR-H2 (GYISNSGSTSYNPSLKS, SEQ ID NO:15)

HVR-H3 (ERNYDYDDYYYAMDY, SEQ ID NO:16)

FR-H1 (EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS, SEQ ID NO:21)
FR-H1 (EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVS, SEQ ID NO:25)
FR-H2 (WVRQAPGKGLEWV, SEQ ID NO:22)

FR-H2 (WIRQAPGKGLEWV, SEQ ID NO:75)

FR-H2 (WVRQAPGKGLEWM, SEQ ID NO:76)

FR-H2 (WIRQAPGKGLEWM, SEQ ID NO:77)
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FR-H3 (REFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR, SEQ ID NO:23)
FR-H3 (RITISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR, SEQ ID NO:78)
FR-H3 (REFTISRDNSKNTFYLQMNSLRAEDTAVYYCAR, SEQ ID NO:79)

FR-H4 (WGQGTLVTIVSS, SEQ ID NO:24)

A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo um dominio varidvel da cadeia leve como
representado na Figura 2A (SEQ ID NO:6).

As sequéncias HVR da cadeia leve compreendem as seguintes:
HVR-L1 (KSSQSLLYRSNQKNYLA, SEQ ID NO:11)
HVR-L2 (WASTRES, SEQ ID NO:12)

HVR-L3 (QQYYNYPRT, SEQ ID NO:13).

As sequéncias FR da cadeia leve podem compreender as
seguintes:

FR-L1 (DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC, SEQ ID NO:17);
FR-L2 (WYQQKPGKAPKLLIY, SEQ ID NO:18);
FR-L3 (GVPSRFSGSGSGTIDFTLTISSLQPEDFATYYC, SEQ ID NO:19)

FR-L4 (FGQGTKVEIKR, SEQ ID NO:20).

A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo um dominio varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos
90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:6.
Uma sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia pode conter substituicgdes, adigdes ou delecgdes
relativamente a sequéncia de referéncia, mas um anticorpo
compreendendo essa sequéncia de aminodcidos retém a capacidade
de se ligar a STEAP-1. Um total de 1 a 10 aminodcidos podem ser
substituidos, inseridos ou eliminados numa sequéncia
seleccionada entre SEQ ID NO:6, 17, 18, 19, e 20. As
substituicdes, insercdes ou delecdes ocorrem em regides fora
das HVR (i.e., nas FR). Em algumas concretiza¢des, um anticorpo
anti-STEAP-1 compreende um dominio varidvel da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID NO:6.
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A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo (a) um dominio varidvel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade
de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos seleccionada entre
SEQ ID NO:9 e 10; e (b) um dominio varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminocdcidos possuindo pelo menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade
de seqguéncia com uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:6.
Uma sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia pode conter substituicdes, adigdes ou delecdes
relativamente a sequéncia de referéncia, mas um anticorpo
compreendendo essa sequéncia de aminodcidos retém a capacidade
de se ligar a STEAP-1. Um total de 1 a 10 amincacidos podem ser
substituidos, inseridos ou eliminados na sequéncia de
referéncia, incluindo, mas ndo se lhes limitando, uma sequéncia
seleccionada entre SEQ ID NO:9, 10, 21, 22, 23, 24, 75, 76, 77,
78, 79. As substituic¢des, 1insercgdes ou delecgdes ocorrem em
regides fora das HVR (i.e., nas FR). Um anticorpo anti-STEAP-1
pode compreender um dominio varidvel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10 e
um dominio varidvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia

de aminodcidos seleccionada entre SEQ ID NO:6.

A presente divulgacdo proporciona um anticorpo anti-
STEAP-1 compreendendo (a) uma, duas ou trés HVR de VH
seleccionadas entre as apresentadas na Figura 2B e/ou (b) uma,
duas ou trés HVR de VL seleccionadas entre as apresentadas na
Figura 2A. A divulgacgdo proporciona um anticorpo anti-STEAP-1
compreendendo um dominio varidvel da cadeia pesada seleccionado
entre os apresentados na Figura 2B e um dominio varidvel da
cadeia leve seleccionado entre os apresentados na Figura 2A.

2. Fragmentos de anticorpo

A presente invencdo abrange fragmentos de anticorpo. Os
fragmentos de anticorpo podem ser gerados por meios
tradicionais, tais como digestdo enzimdtica, ou por técnicas
recombinantes. Em certas circunstédncias hé& vantagens em
utilizar fragmentos de anticorpo, em vez de anticorpos
completos. A menor dimensdo dos fragmentos permite uma réapida
depuracado, e pode conduzir a um acesso melhorado aos tumores
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sélidos. Para uma revisdo de certos fragmentos de anticorpo,
veja-se Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134.

Foram desenvolvidas véarias técnicas para a producao de
fragmentos de anticorpo. Tradicionalmente, estes fragmentos
eram derivados por meio de digestdo proteolitica de anticorpos
intactos (veja-se, e.g., Morimoto et al., Journal of Biochemical
and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); e Brennan et al.,
Science, 229:81 (1985)). Contudo, estes fragmentos podem
actualmente ser produzidos directamente por células hospedeiras
recombinantes. Os fragmentos de anticorpo Fab, Fv e ScFv podem
todos ser expressos e segregados por FE. coli, desse modo
permitindo a féacil producdo de grandes quantidades destes
fragmentos. Os fragmentos de anticorpo podem ser isolados a
partir das bibliotecas de anticorpos sobre fagos discutidas
acima. Alternativamente, os fragmentos Fab'-SH podem ser
directamente recuperados a partir de E. coli e guimicamente
acoplados para formar fragmentos F(ab'), (Carter et al.,
Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acordo com outra
abordagem, os fragmentos F(ab'): podem ser isolados directamente
da cultura de células hospedeiras recombinantes. Fragmentos Fab
e F(ab'), com semivida in vivo aumentada compreendendo residuos
de epitopo de ligacdo a receptores selvagens estdo descritos na
Pat. U.S. 5,869,046. Outras técnicas para a producao de
fragmentos de anticorpo serdo evidentes para o perito na
especialidade. Em determinadas concretizacgdes, um anticorpo é
um fragmento Fv de cadeia tUnica (scFv). Veja-se WO 93/16185;
Pat. U.S. 5,571,894; e 5,587,458. 0Os Fv e 0os scFv sdo as unicas
espécies com locais de combinacdo intactos que estédo desprovidas
de regides constantes; assim, podem ser adequados para uma
ligagdo ndo especifica reduzida durante a utilizagdo in vivo.
Podem ser construidas proteinas de fusdo de scFv para obter a
fusdo de uma proteina efectora no terminal amino ou no terminal
carboxi de um scFv. Veja-se Antibody Engineering, ed.
Borrebaeck, supra. O fragmento de anticorpo pode também ser um
"anticorpo linear", e.g., como descrito na Pat. U.S. 5,641,870,
por exemplo. Estes anticorpos lineares podem ser

monoespecificos ou biespecificos.

3. Anticorpos humanizados

A invencédo abrange anticorpos humanizados. VArios métodos

para humanizag¢do de anticorpos nao humanos sao conhecidos na
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especialidade. Por exemplo, um anticorpo humanizado pode ter um
ou mais residuos de aminocdcido introduzidos a partir de uma
fonte que ndo é humana. Estes residuos de aminod&cido ndo humanos
sdo frequentemente referidos como residuos "importados", que
sdo tipicamente tomados de um dominio varidvel "de importacédo".
A humanizacdo pode ser essencialmente realizada seguindo o
método de Winter e colaboradores (Jones et al. (1986) Nature
321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327;
Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536), substituindo
pelas sequéncias da regido hipervariavel as sequéncias
correspondentes de um anticorpo humano. Desse modo, estes
anticorpos "humanizados" sdo anticorpos quiméricos (Patente
U.S. 4,816,567) em que substancialmente menos do que um dominio
varidvel humano intacto foi substituido pela sequéncia
correspondente de uma espécie ndo humana. Na pratica, os
anticorpos humanizados sao tipicamente anticorpos humanos em
que alguns residuos da regido hipervaridvel e possivelmente
alguns residuos de FR estdo substituidos por residuos de locais
andlogos em anticorpos de roedor.

A escolha de dominios varidveis humanos, tanto da cadeia
leve como da pesada, para utilizar na preparacdo dos anticorpos
humanizados pode ser importante para reduzir a antigenicidade.
De acordo com o denominado método do M"melhor ajuste", a
sequéncia do dominio variavel de um anticorpo de roedor é
rastreada contra a totalidade da biblioteca de sequéncias
conhecidas de dominios varidveis humanos. A sequéncia humana
que € mais prdéxima da sequéncia do roedor €& entdo aceite como
0 esqueleto humano para o anticorpo humanizado (Sims et al.
(1993) J. Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol.
196:901. Outro método utiliza um esqueleto particular derivado
da sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de um
subgrupo particular de cadeias leves ou pesadas. O mesmo
esqueleto pode ser utilizado para varios anticorpos humanizados
diferentes (Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285; Presta et al. (1993) J. Immunol., 151:2623.

E ainda geralmente desejavel gque os anticorpos sejam
humanizados com retencdo de elevada afinidade para com o
antigénio e outras propriedades Dbioldgicas favoraveis. Para
conseguir este objectivo, de acordo com um método, os anticorpos
humanizados s&o preparados através de um processo de anédlise
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das sequéncias progenitoras e varios produtos humanizados
conceptuais utilizando modelos tridimensionais das sequéncias
progenitoras e humanizadas. Os modelos tridimensionais de
imunoglobulinas estdo normalmente disponiveis e sdo familiares
aos peritos na especialidade. Estdo disponiveis programas de
computador que 1lustram e exibem estruturas conformacionais
tridimensionais provaveis de sequéncias de imunoglobulinas
candidatas seleccionadas. A inspeccdo destas exibicgcdes permite
a andlise do papel provavel dos residuos no funcionamento da
sequéncia de imunoglobulina candidata, i.e., a analise de
residuos que influenciam a capacidade da imunoglobulina
candidata para se ligar ao seu antigénio. Desta maneira,
residuos de FR podem ser seleccionados e combinados a partir
das sequéncias do recebedor e importadas de modo a conseguir as
caracteristicas desejadas para o anticorpo, tais como afinidade
aumentada para com o (s) antigénio(s) alvo. Em geral, os residuos
da regido hipervariavel estao directamente e muito
substancialmente envolvidos na influéncia sobre a ligacdo ao

antigénio.

4. Anticorpos Humanos

Podem ser construidos anticorpos anti-STEAP-1 humanos
combinando sequéncia(s) de dominio varidvel de clones de Fv
seleccionadas de bibliotecas de exibicdo em fagos derivadas de
humanas com sequéncias(s) de dominio constante humanas
conhecidas como descrito acima. Alternativamente, podem ser
preparados anticorpos monoclonais anti-STEAP-1 humanos através
do método do hibridoma. Linhas celulares de mieloma humano e de
heteromieloma de ratinho-humano para a producgcdo de anticorpos
monoclonais humanos foram descritas, por exemplo, por Kozbor,
J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63
(Marcel Dekker, 1Inc., New York, 1987); e Boerner et al., J.
Immunol., 147: 86 (1991).

E hoje possivel produzir animais transgénicos (e.gq.
ratinhos) que sdo capazes, apds imunizacdo, de produzir um
repertério completo de anticorpos humanos na auséncia de
producdo de imunoglobulinas enddgenas. Por exemplo, foi
descrito que a delecdo homozigdtica do gene da regido de uniédo
(JH) da cadeia pesada do anticorpo em ratinhos quiméricos e
mutante da linha germinal resulta na completa inibicdo de
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producdo de anticorpos enddgenos. A transferéncia do array de
genes de imunoglobulina da linha germinal humana nestes ratinhos
mutantes da linha germinal resultard na producdo de anticorpos
humanos apds provocagcdo com o antigénio. Veja-se, e.qg.,
Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993);
Jakobovits et al., Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et al.,
Year in Immunol., 7: 33 (1993).

O “baralhamento” de genes (“gene shuffling”) pode também
ser utilizado para derivar anticorpos humanos a partir de
anticorpos nédo humanos, e.g. de roedor, quando o anticorpo
humano possui afinidades e especificidades similares as do
anticorpo ndo humano de partida. De acordo com este método, que
¢ também denominado “impressdo de epitopos” ("epitope
imprinting", a regid&o variavel da cadeia pesada ou leve de um
fragmento de anticorpo ndo humano obtida por técnicas de
exibicdo em fagos como aqui descrito, ¢é substituida por um
repertdério de genes do dominio V humano, criando uma populacéo
de quimeras de scFv ou Fab de cadeia ndo humana/cadeia humana.
A selecgdo com antigénio resulta no isolamento de um scFv ou
Fab quiméricos de cadeia ndo humana/cadeia humana em que a
cadeia humana restaura o local de ligacdo ao antigénio destruido
pela remocdo da correspondente cadeia n&o humana no clone de
exibicdo em fagos primadrio, i.e. o epitopo governa (imprime) a
escolha do parceiro de cadeia humana. Quando o processo é
repetido para substituir a restante cadeia nado humana, obtém-
se um anticorpo humano (veja—-se PCT WO 93/06213 publicado em 1
de Abril, 1993). BAo contradrio da humanizacdo tradicional de
anticorpos ndo humanos por enxerto das CDR, esta técnica
proporciona anticorpos completamente humanos, que nao possuem
residuos de FR ou CDR de origem ndo humana.

5. Anticorpos Biespecificos

Os anticorpos biespecificos sdo anticorpos monoclonais que
possuem especificidades de ligacao para com pelo menos dois
antigénios diferentes. Os anticorpos biespecificos podem ser
anticorpos humanos ou humanizados. Em determinadas
concretizagbes, uma das especificidades de ligacdo €& para com
STEAP-1 e a outra é para com gualquer outro antigénio. Em
determinadas concretizagdes, os anticorpos biespecificos podem
ligar-se a dois epitopos diferentes de STEAP-1. Os anticorpos
biespecificos podem também ser utilizados para direccionar
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agentes citotdéxicos para células gue expressam STEAP-1. Estes
anticorpos possuem um braco de ligacdo a STEAP-1 e um brago que
se liga a um agente citotéxico, tal como, e.g., saporina, anti-
interferdo- , alcaldide de vinca, cadeia A da ricina,
metotrexato ou hapteno de isdétopo radioactivo. Os anticorpos
biespecificos podem ser preparados na forma de anticorpos de
comprimento completo ou de fragmentos de anticorpo (e.g.
anticorpos biespecificos F(ab'):).

Os métodos para a preparacao de anticorpos biespecificos
sao conhecidos na especialidade. Tradicionalmente, a producgdo
recombinante de anticorpos biespecificos ¢é baseada na co-
expressao de dois pares cadeia pesada-cadeia leve de
imunoglobulina, em que as duas cadeias pesadas possuem
diferentes especificidades (Milstein e Cuello, Nature, 305: 537
(1983)). Devido a distribuicdo aleatdria de cadeias pesadas e
leves de imunoglobulina, estes hibridomas (quadromas) produzem
uma mistura potencial de 10 moléculas de anticorpo diferentes,
das guais apenas uma possui a estrutura biespecifica correcta.
A purificagdo da molécula correcta, que € usualmente realizada
por passos de cromatografia de afinidade, é bastante complicada,
e 0s rendimentos do produto s&o baixos. Procedimentos similares
estdo divulgados em WO 93/08829 publicado em 13 de Maio, 1993,
e em Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655 (1991).

De acordo com uma abordagem diferente, os dominios
variadveis dos anticorpos com as especificidades de 1ligacéo
(locais de combinacdo anticorpo-antigénio) desejadas séao
fundidos com sequéncias de dominio constante de imunoglobulina.
A fusdo, por exemplo, € com um dominio constante da cadeia
pesada de imunoglobulina, compreendendo pelo menos parte das
regides de charneira, CHZ e CH3. Em determinadas concretizagdes,
a primeira regidao constante da cadeia pesada (CH1), contendo
o local necesséario para a ligacédo da cadeia leve, estd presente
em pelo menos uma das fusdes. Os ADN que codificam as fusbes da
cadeia pesada de imunoglobulina e, se desejado, da cadeia leve
de imunoglobulina, sao 1inseridos em vectores de expressao
separados, que sado co-transfectados num organismo hospedeiro
adequado. Isto proporciona grande flexibilidade no ajuste das
proporgcdes mutuas dos trés fragmentos polipeptidicos em
concretizagbes em que proporcdes desiguais das trés cadeias
polipeptidicas wutilizadas na construgdo proporcionam 0S8
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rendimentos éptimos. E, contudo, possivel inserir as sequéncias
de codificagdo para duas ou para todas as trés cadeias
polipeptidicas num vector de expressdo quando a expressao de
pelo menos duas cadeias polipeptidicas em proporgdes iguais
resulta em rendimentos elevados ou quando as proporcdes nado tém
particular significado.

Numa concretizacao desta abordagem, 0s anticorpos
biespecificos sao compostos por uma cadeia pesada de
imunoglobulina hibrida com uma primeira especificidade de
ligagdo num braco, e um par cadeia pesada-cadeia leve de
imunoglobulina hibrido (que proporciona uma segunda
especificidade de 1ligacdo) no outro brago. Verificou-se que
esta estrutura assimétrica facilita a separacdo do composto
biespecifico desejado das combinacdes indesejadas de cadeias de
imunoglobulina, pois a presengca de uma cadeia leve de
imunoglobulina em apenas metade da molécula biespecifica
proporciona uma maneira facil de separacdo. Esta abordagem &
divulgada em WO 94/04690. Para mais detalhes da geracdo de
anticorpos biespecificos veja-se, por exemplo, Suresh et al.,
Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

De acordo com outra abordagem, a interface entre um par de
moléculas de anticorpo pode ser manipulada para maximizar a
percentagem de heterodimeros que s&o recuperados da cultura de
células recombinantes. A interface compreende pelo menos uma
parte do dominio Cy3 de um dominio constante de anticorpo. Neste
método, uma ou mais cadeias laterais de aminodcidos pequenas da
interface da primeira molécula de anticorpo s&o substituidas
por cadeias laterais maiores (e.g. tirosina ou triptofano). Sao
criadas "cavidades" compensatérias de dimensdo idéntica ou
similar a(s) cadeia(s) 1lateral(ais) grandes na interface da
segunda molécula de anticorpo substituindo as cadeias laterais
de aminoadcidos grandes por mais pequenas (e.g. alanina ou
treonina). Isto proporciona um mecanismo para aumentar o
rendimento do heterodimero relativamente a outros produtos
finais indesejados tais como homodimeros.

Os anticorpos biespecificos incluem anticorpos reticulados
ou "heteroconjugados"™. Por exemplo, um dos anticorpos no
heteroconjugado pode ser acoplado a avidina, o outro a biotina.
Estes anticorpos foram propostos, por exemplo, para direccionar
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células do sistema imunitdrio para células indesejadas (Patente
US 4,676,980), e para o tratamento de infecgcdo por HIV (WO
91/00360, WO 92/00373, e EP 03089) . Os anticorpos
heteroconjugados podem ser preparados utilizando qualqguer
método conveniente de reticulacdo. Os agentes de reticulacéao
adequados sao bem conhecidos na especialidade, e estéao
divulgados na Patente US 4,676,980, Jjuntamente com varias
técnicas de reticulacéo.

Técnicas para gerar anticorpos biespecificos a partir de
fragmentos de anticorpo foram também descritas na literatura.
Por exemplo, podem ser preparados anticorpos biespecificos
utilizando ligagdo quimica. Brennan et al., Science, 229: 81
(1985) descrevem um procedimento em que anticorpos intactos séo
proteoliticamente clivados para gerar fragmentos F(ab'),. Estes
fragmentos sdo reduzidos na presenca do agente complexante de
ditiol, arsenito de sdédio, para estabilizar ditidis vicinais e
prevenir a formagcdo de dissulfureto intermolecular. Os
fragmentos Fab' gerados s&o entéo convertidos em derivados
tionitrobenzoato (INB). Um dos derivados Fab'-TNB ¢é entéao
reconvertido no Fab'-tiol por reducdo com mercaptoetilamina e
é misturado com uma quantidade equimolar do outro derivado Fab'-
TNB para formar o anticorpo biespecifico. 0Os anticorpos
biespecificos produzidos podem ser utilizados como agentes para
a imobilizacdo selectiva de enzimas.

O recente progresso facilitou a recuperacgdo directa de
fragmentos Fab'-SH a partir de E. coli, que podem ser
gquimicamente acoplados para formar anticorpos biespecificos.
Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) descrevem a
produgao de uma molécula de anticorpo biespecifico
completamente humanizado F(ab'):. Cada fragmento Fab' foi
separadamente segregado a partir de E. coli e submetido a
acoplamento quimico dirigido in vitro para formar o anticorpo
biespecifico. O anticorpo biespecifico assim formado foi capaz
de se ligar a células que sobre-expressam o receptor de HER2 e
células T humanas normais, assim como desencadear a actividade
litica de linfécitos citotdxicos humanos contra alvos tumorais

da mama humanos.

Varias técnicas para preparar e isolar fragmentos de
anticorpo biespecificos directamente a partir da cultura de



EP 2 502 938/PT
112

células recombinantes foram também descritas. Por exemplo,
anticorpos biespecificos foram produzidos utilizando “fechos de
correr” de leucinas. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5) :1547-
1553 (1992). Os péptidos “fecho-de-correr” de 1leucinas das
proteinas Fos e Jun foram ligados as porcgdes Fab' de dois
anticorpos diferentes por fusdo génica. Os homodimeros de
anticorpos foram reduzidos na regido de charneira para formar
monémeros e depoils reoxidados para formar os heterodimeros de
anticorpos. Este método pode também ser utilizado para a
producdo de homodimeros de anticorpos. A tecnologia dos
"diacorpos" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) proporcionou um mecanismo
alternativo para preparar fragmentos de anticorpo
biespecificos. Os fragmentos compreendem um dominio varidvel de
cadeia pesada (VH) ligado a um dominio varidvel de cadeia leve
(VL) através de um ligante que é demasiado curto para permitir
o emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia. Desse
modo, os dominios VH e VL de um fragmento sdo forcados a
emparelhar com os dominios VL e VH complementares de outro
fragmento, desse modo formando dois locais de 1ligacéo ao
antigénio. Outra estratégia para preparar fragmentos
biespecificos de anticorpos utilizando dimeros de Fv de cadeia
tnica (sFv) foi também reportada. Veja-se Gruber et al., J.
Immunol., 152:5368 (1994).

Estdo contemplados anticorpos com mais do que duas
valéncias. Por exemplo, podem ser preparados anticorpos
triespecificos. Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

6. Anticorpos Multivalentes

Um anticorpo multivalente pode ser internalizado (e/ou
catabolizado) mais rapidamente do que um anticorpo bivalente
por uma célula que expressa um antigénio ao qual os anticorpos
se ligam. Os anticorpos da presente 1invengcdao podem ser
anticorpos multivalentes (que sao outros que nao da classe IgM)
com trés ou mais locais de ligacdo ao antigénio (e.g. anticorpos
tetravalentes), que podem ser prontamente produzidos por
expressdo recombinante de 4cido nucleico que codifica as cadeias
polipeptidicas do anticorpo. O anticorpo multivalente pode
compreender um dominio de dimerizacdo e trés ou mais locais de
ligagédo ao antigénio. Em determinadas concretizagdes, o dominio

de dimerizacdo compreende (ou consiste em) uma regido Fc ou uma
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regido de charneira. Neste cenédrio, o anticorpo compreenderd
uma regido Fc e trés ou mais locais de ligagdo ao antigénio
amino-terminais relativamente a regido Fc. Em determinadas
concretizacdes, um anticorpo multivalente compreende (ou
consiste em) trés a cerca de oito locais de 1ligacdo ao
antigénio. Numa destas concretizacodes, um anticorpo
multivalente compreende (ou consiste em) quatro 1locais de
ligagdo ao antigénio. O anticorpo multivalente compreende pelo
menos uma cadeia polipeptidica (por exemplo, duas cadeias
polipeptidicas), em que a(s) cadeia (s) polipeptidica (s)
compreendem dois ou mais dominios varidveis. Por exemplo, a(s)
cadeia(s) polipeptidica(s) podem compreender VD1l-(X1)n-VD2-
(X2)n-Fc, em gque VDl é um primeiro dominio varidvel, VD2 é um
segundo dominio varidvel, Fc é uma cadeia polipeptidica de uma
regido Fc, X1 e X2 representam um aminoadcido ou polipéptido, e
n é& 0 ou 1. Por exemplo, a(s) cadeia(s) polipeptidica(s) podem
compreender: VH-CHl-ligante flexivel-VH-CHl-cadeia da regiéo
Fc; ou VH-CH1-VH-CHl-cadeia da regido Fc. O anticorpo
multivalente aqui pode compreender ainda pelo menos dois (por
exemplo, quatro) polipéptidos de dominio varidvel da cadeia
leve. O anticorpo multivalente aqui pode, por exemplo,
compreender de cerca de dois a cerca de oito polipéptidos de
dominio wvaridvel da cadeia leve. 0Os polipéptidos de dominio
varidvel da cadeia leve contemplados aqui compreendem um dominio
variavel da cadeia leve e, opcionalmente, compreendem ainda um
dominio CL.

7. Anticorpos de Dominio Unico

Um anticorpo da invencédo pode ser um anticorpo de dominio
tnico. Um anticorpo de dominio Unico € uma cadeia polipeptidica
tnica compreendendo a totalidade ou uma porcdo do dominio
variadvel da cadeia pesada ou a totalidade ou uma porcao do
dominio varidvel da cadeia leve de um anticorpo. Um anticorpo
de dominio Unico pode ser um anticorpo humano de dominio unico
(Domantis, Inc., Waltham, MA; veja-se, e.g., Patente
U.S. 6,248,516 Bl). Um anticorpo de dominio Unico consiste na
totalidade ou numa porcdo do dominio variavel da cadeia pesada
de um anticorpo.

8. Variantes de Anticorpos

Em algumas concretizacoes, estdo contempladas
modificacdo (des) na sequéncia de aminodcidos dos anticorpos
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aqui descritos. Por exemplo, pode ser desejdvel melhorar a
afinidade de 1ligacgdo e/ou outras propriedades bioldgicas do
anticorpo. Podem ser preparadas variantes de sequéncia de
aminoacidos do anticorpo por introducéo de alteracdes
apropriadas na sequéncia de nucledétidos que <codifica o
anticorpo, ou por sintese peptidica. Estas modificacdes
incluem, por exemplo, delecdes e/ou insercdes e/ou
substituig¢bes de residuos no interior das sequéncias de
aminodcidos do anticorpo. Pode ser feita qualquer combinacdo de
delecdo, insercédo e substituicdo para chegar a construgado final,
desde que a construcdo final ©possua as caracteristicas
desejadas. As alteracgdes de aminodcidos podem ser introduzidas
na sequéncia de aminodcidos do anticorpo do individuo no momento

em que a sequéncia é preparada.

Um método 0Util para a identificacdo de determinados
residuos ou regides do anticorpo que sdo localizacgdes preferidas
para mutagénese ¢ denominado "mutagénese por varrimento de
alaninas" como descrito por Cunningham e Wells (1989) Science,
244:1081-1085. Aqui, um residuo ou grupo de residuos alvo séao
identificados (e.g., residuos carregados tais como arg, asp,
his, lys e glu) e substituidos por um aminodcido neutro ou
carregado negativamente (e.g., alanina ou polialanina) para
afectar a interacgdo dos aminoadcidos com o antigénio. As
localizagdes de aminoédcidos que demonstram sensibilidade
funcional as substituicdes sé&o entdo refinadas por introducgéo
de mais, ou outras, variantes em, ou em vez de, os locais de
substituicdo. Assim, embora o local para introducdo de uma
variacdo na sequéncia de aminoadcidos esteja predeterminado, a
natureza da mutacdo per se nao precisa de ser predeterminada.
Por exemplo, para analisar o desempenho de uma mutacdao num
determinado local, € conduzida mutagénese por varrimento de ala
ou aleatdéria no coddo ou regido alvo e as imunoglobulinas

expressas sdo rastreadas quanto a actividade desejada.

As inserc¢les de sequéncias de aminocdcidos incluem fusdes
amino- e/ou carboxilo-terminais variando de comprimento desde
um residuo a polipéptidos contendo uma centena ou mais de
residuos, assim como insercdes intra-sequéncia de residuos de
aminocdcido Unicos ou multiplos. 0Os exemplos de insercgdes
terminais incluem um anticorpo com um residuo de metionilo
N-terminal. Outras variantes de insercdo da molécula de
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anticorpo incluem a fusdo do terminal N ou do terminal C do
anticorpo a uma enzima (e.g. para ADEPT) ou um polipéptido que

aumenta a semivida no soro do anticorpo.

Em determinadas concretizacdes, um anticorpo da invencéo
¢ alterado para aumentar ou diminuir a extensdo em que O
anticorpo ¢é glicosilado. A glicosilacdo de polipéptidos é
tipicamente ligada a N ou ligada a O. Ligada a N refere-se a
fixacdo de uma porcédo de hidrato de carbono na cadeia lateral
de um residuo de asparagina. As sequéncias tripeptidicas
asparagina-X-serina e asparagina-X-treonina, onde X é qualquer
aminocdcido excepto prolina, sdo as sequéncias de reconhecimento
para fixacdo enzimdtica da porcgdo hidrato de carbono a cadeia
lateral da asparagina. Assim, a presenca de uma destas
sequéncias tripeptidicas num polipéptido cria um potencial
local de glicosilacdo. Glicosilacgdo ligada a O refere-se a
fixagdo de um dos acgucares N-acetilgalactosamina, galactose ou
xilose num hidroxiaminodcido, mais vulgarmente serina ou
treonina, embora também possam ser utilizadas 5-hidroxiprolina

ou 5-hidroxilisina.

A adicado ou a delecdo de 1locais de glicosilagao no
anticorpo ¢é convenientemente realizada por alteracdo da
sequéncia de aminodcidos de modo a ser criada ou removida uma
ou mais das sequéncias tripeptidicas acima descritas (para
locais de glicosilacédo ligada a N). A alteracdo pode também ser
realizada através da adicédo, delecgdo ou substituicdo de um ou
mais residuos de serina ou treonina na sequéncia do anticorpo

original (para locais de glicosilacao ligada a 0O).

Quando o anticorpo compreende uma regido Fc, o hidrato de
carbono a ela ligado pode ser alterado. Por exemplo, anticorpos
com uma estrutura de hidratos de carbono matura que ndo possui
fucose ligada a uma regido Fc do anticorpo sdo descritos no
pedido de Pat. US 2003/0157108 (Presta, L.). veja-se também US
2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Anticorpos com uma
N-acetilglucosamina (GlcNAc) de bissecg¢do no hidrato de carbono
ligado a uma regido Fc do anticorpo sao referenciados em WO
2003/011878, Jean—-Mairet et al. e na Patente US 6,602,684, Umana
et al. Anticorpos com pelo menos um residuo de galactose no
oligossacadrido ligado a uma regido Fc do anticorpo estéo
reportados em WO 1997/30087, Patel et al. Veja-se, também, WO
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1998/58964 (Raju, S.) e WO 1999/22764 (Raju, S.) relativamente
a anticorpos com hidratos de carbono alterados ligados a sua
regido Fc. Veja-se também US 2005/0123546 (Umana et al.) sobre
moléculas de ligacdo ao antigénio com glicosilacdo modificada.

Em determinadas concretizacodes, uma variante de
glicosilacdo compreende uma regido Fc, em que uma estrutura de
hidratos de carbono ligada a regido Fc n&o possui fucose. Estas
variantes possuem uma funcdo de ADCC melhorada. Opcionalmente,
a regiao Fc compreende ainda uma ou mais substituigdes de
aminodcidos gque melhoram ainda mais a ADCC, por exemplo,
substituig¢des nas posigdes 298, 333 e/ou 334 da regido Fc
(numeracdo Eu de residuos). Os exemplos de publicacdes
relacionadas com anticorpos "desfucosilados" ou "deficientes em
fucose" incluem: US 2003/0157108; WO 2000/ 61739; WO 2001/29246¢6;
Us 2003/0115614; Us 2002/0164328; Us 2004/0093621;
Us 2004/0132140; Us 2004/0110704; Us 2004/ 0110282;
Us 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570;
WO 2005/035586; WO 2005/035778; W02005/053742; Okazaki et al.
J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al.
Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Os exemplos de linhas celulares
produtoras de anticorpos desfucosilados incluem células CHO
Lecl3 deficientes em fucosilacdo de proteinas (Ripka et al.
Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986) ; pedido de
Pat. 2003/0157108 Al, Presta, L; e WO 2004/056312 Al, Adams et
al., especialmente no Exemplo 11), e linhas celulares knockout,
tais como células CHO knockout no gene da alfa-1,6-
fucosiltransferase, FUTS, (Yamane-Ohnuki et al. Biotech.
Bioeng. 87: 614 (2004)).

<

Numa concretizacdo, o anticorpo é alterado para melhorar
a sua semivida sérica. Para aumentar a semivida sérica do
anticorpo, pode-se incorporar um epitopo de ligacdo ao receptor
selvagem no anticorpo (especialmente um fragmento de anticorpo)
como descrito em US 5739277, por exemplo. Como aqui se utiliza,
a expressdo "epitopo de ligacdo ao receptor selvagem" refere-
se a um epitopo da regido Fc de uma molécula de IgG (e.g., IgGl,
IgG2, IgG3, ou IgG4) que é responsédvel pelo aumento da semivida
sérica in vivo da molécula de IgG (US 2003/0190311, US 6821505;
US 6165745; US 5624821; US 5648260; US 6165745; US 5834 597).

Outro tipo de variante é uma variante de substituicdo de
aminocdcidos. Estas variantes possuem pelo menos um residuo de
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aminocdcido na molécula de anticorpo substituido por um residuo
Os de de

incluem regides estao

diferente. locais interesse para mutagénese

substituicgéao as hipervaridveis, mas
também contempladas alteracgdes em FR.
Tabela 1

"substituicgdes

Estao apresentadas na
titulo de
substituic¢cdes resultam

substituicdes conservativas sob o©

preferidas." Se estas
numa alteracdo desejavel na actividade bioldgica, entdo podem
substanciais, denominadas
Tabela 1,

adicionalmente descrito adiante com referéncia as classes dos

ser introduzidas alteracdes mais

"substituicdes exemplificativas™" na ou como

aminocdcidos, e os produtos sdo rastreados.

TABEILIA 1

Residuo Substituig¢des Exemplificativas Substituigdes
Original Preferidas
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Leu

Norleucina
Leu (L) Norleucina; Ile; Val; Met; Ala; Ile

Phe
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Leu

Norleucina

Modificagdes substanciais nas propriedades bioldégicas do

anticorpo

sao

conseguidas

seleccionando

substituicdes que
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diferem significativamente no seu efeito sobre a manutencdo (a)
da estrutura do esqueleto polipeptidico na 4rea da substituicéao,
por exemplo, na forma de uma conformagdo em folha ou helicoidal,
(b) da carga ou hidrofobicidade da molécula no seu local alvo,
ou (c) do volume da cadeia lateral. Os aminoacidos podem ser
agrupados de acordo com similaridades nas propriedades das suas
cadeias laterais (em A.L. Lehninger, em Biochemistry, second
ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975)):

(1) nado polares: Ala (A), Val (v), Leu (L), Ile (I), Pro (P),
Phe (F), Trp (W), Met (M)

(2) polares néao carregados: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C),
Tyr (YY), Asn (N), Gln (Q)

(3) acidos: Asp (D), Glu (E)

(4) bédsicos: Lys (K), Arg (R), His (H)

Alternativamente, os residuos de ocorréncia natural podem
ser divididos em grupos com base nas propriedades comuns das
cadeias laterais:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) bésicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influenciam a orientacdo da cadeia: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

As substituig¢des nado conservativas implicardo a troca de um
membro de uma destas classes por um de outra classe. Estes
residuos substituidos também podem ser introduzidos nos locais
de substituicdo conservativa ou, nos locals restantes (néao
conservados) .

Um tipo de variante de substituicdo envolve a substituicéao
de um ou mais residuos da regido hipervaridvel de um anticorpo
progenitor (e.qg. um anticorpo humanizado ou humano) .
Geralmente, a(s) variante(s) resultante(s) seleccionadas para
desenvolvimento adicional terao propriedades bioldégicas
modificadas (e.g., melhoradas) relativamente ao anticorpo
progenitor a partir do qual sdoc geradas. Uma maneira conveniente
para gerar estas variantes de substituicdo envolve maturacdo em
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afinidade utilizando exibicdo em fagos. Resumidamente, varios
locais da regido hipervariavel (e.g. 6-7 locais) s&do mutados
para gerar todas as possiveis substituigdes de aminodcidos em
cada local. Os anticorpos assim gerados sédo exibidos a partir
de particulas de fagos filamentosos na forma de fusdes com pelo
menos parte de uma proteina de revestimento féagico (e.g., o©
produto do gene III de M13) empacotadas no interior de cada
particula. As variantes exibidas em fagos sdo entdo rastreadas
quanto a sua actividade bioldégica (e.g. afinidade de ligacédo).
De modo a identificar locais da regido hipervariavel candidatos
para modificacdo, pode-se realizar mutagénese de varrimento
(e.g., varrimento de alaninas) para identificar residuos da
regido hipervaridvel que contribuem significativamente para a
ligagédo ao antigénio. Alternativamente, ou adicionalmente, pode
ser benéfico analisar uma estrutura cristalina do complexo
antigénio-anticorpo para identificar pontos de contacto entre
0 anticorpo e o antigénio. Estes residuos de contacto e residuos
vizinhos sdo candidatos para substituicdo de acordo com técnicas
conhecidas na especialidade, incluindo as aqui elaboradas. Uma
vez geradas estas variantes, o painel de variantes é submetido
a rastreio utilizando técnicas conhecidas na especialidade,
incluindo as aqui descritas, e os anticorpos com propriedades
superiores em um oOu mais ensaios relevantes podem ser

seleccionados para desenvolvimento adicional.

As moléculas de &cido nucleico que codificam variantes de
sequéncias de aminocdcidos do anticorpo sdo preparadas através
de uma variedade de métodos conhecidos na especialidade. Estes
métodos incluem, mas nado se lhes limitando, o 1isolamento a
partir de uma fonte natural (no caso de variantes de sequéncias
de aminocécidos de ocorréncia natural) ou a preparagdo por
mutagénese mediada por oligonucledtidos (ou dirigida ao local),
mutagénese por PCR e mutagénese por cassetes, de uma variante
anteriormente preparada ou de uma versdo nao variante do

anticorpo.

Pode ser desejavel introduzir uma ou mais modificagdes de
aminodcidos numa regido Fc dos anticorpos da invencdo, desse
modo gerando uma regido Fc variante. A regid&o Fc variante pode
compreender uma sequéncia de uma regido Fc humana (e.g., uma
regido Fc de IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4 humana) compreendendo uma
modificacdo de aminodcido (e.g. uma substituigdo) em uma ou
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mais posigdes de aminodcidos incluindo a de uma cisteina de
charneira.

De acordo com esta descricdo e com o0s ensinamentos da
especialidade, estd contemplado gue em algumas concretizacgdes,
um anticorpo da invencdo possa compreender uma ou mais
alteracbes comparativamente com o anticorpo contrapartida de
tipo selvagem, e.g. na regido Fc. Estes anticorpos reteriam no
entanto substancialmente as mesmas caracteristicas necessarias
para terem utilidade terapéutica em comparagdo com a sua
contrapartida de tipo selvagem. Por exemplo, pensa-se que podem
ser efectuadas determinadas alteracgbdes na regidao Fc que iréao
resultar na alteracdao (i.e., quer melhoria ou diminuicdo) de
ligacdo a Clg e/ou citotoxicidade dependente do complemento
(CDC), e.g., como descrito em W099/51642. Veja—-se também Duncan
& Winter, Nature 322:738-40 (1988); Patente U.S. 5,648,260;
Patente U.S. 5,624,821; e WO 94/29351 relativamente a outros
exemplos de regides Fc variantes. WO 00/42072 (Presta) e WO
2004/056312 (Lowman) descrevem variantes de anticorpos com
ligagdo melhorada ou diminuida a FcR. Veja-se, também, Shields
et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001). Os anticorpos com
semividas aumentadas e ligacdo melhorada ao receptor de Fc
(FcRn) neonatal, que € responsdvel pela transferéncia de IgG
maternas ao feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) e
Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)), estdo descritos em
US 2005/0014934A1 (Hinton et al.). Estes anticorpos compreendem
uma regidao Fc com uma ou mais substituicdes que melhoram a
ligagdo da regi&o Fc a FcRn. Variantes polipeptidicas com
sequéncias de aminodcidos da regido Fc alteradas e capacidade
de ligacdo a Clg aumentada ou diminuida estdo descritos na
Patente US 6,194,551B1, W099/51642. Veja-se, também, Idusogie
et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Num aspecto, a invencao proporciona anticorpos
compreendendo modificacdes na interface de polipéptidos de Fc
compreendendo a regido Fc, em que as modificagbes facilitam
e/ou promovem a heterodimerizacao. Estas modificacdes
compreendem a introducdo de uma protuberdncia num primeiro
polipéptido de Fc e uma cavidade num segundo polipéptido de Fc,
em que a protuberadncia ¢é posicionadvel na cavidade de modo a
promover a complexacdo dos primeiro e segundo polipéptidos de
Fc. Os métodos para gerar anticorpos com estas modificacgdes séo
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conhecidos na especialidade, e.g., como descrito em Pat. U.S.
5,731,168.

9. Derivados de Anticorpo

Os anticorpos da presente invencdao podem adicionalmente
ser modificados para conter porgdes ndo proteindceas adicionais
que sao conhecidas na especialidade e estdo prontamente
disponiveis. Preferivelmente, as porcgdes adequadas ©para
derivatizacdo do anticorpo sdo polimeros soluveis em agua. Os
exemplos ndo limitantes de polimeros soltveis em &gua incluem,
mas ndo se lhes limitando, polietilenoglicol (PEG), copolimeros
de etilenoglicol/propilenoglicol, carboximetilcelulose,
dextrano, poli(dlcool wvinilico), polivinilpirrolidona, poli-
1,3-dioxolano, poli-1,3, 6-trioxano, copolimero de
etileno/anidrido maleico, poliaminoadcidos (gquer homopolimeros
quer copolimeros aleatdrios), e dextrano ou poli (n-
vinilpirrolidona)polietilenoglicol, homopolimeros de
propropilenoglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/dxido
de etileno, polidis polioxietilados (e.qg., glicerol),
poli (dlcool vinilico), e suas misturas. 0
polietilenoglicolpropionaldeido pode ter vantagens no fabrico
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 estiver mais do que um polimero ligado, estes podem
ser moléculas iguails ou diferentes. Em geral, o numero e/ou o
tipo de polimeros utilizados para derivatizacdo podem ser
determinados com base em consideracgdes incluindo, mas nédo se
lhes limitando, as propriedades ou funcgdes particulares do
anticorpo a melhorar, se o derivado de anticorpo serd utilizado
numa terapia sob condicgdes definidas, etc.

Em outra concretizacdo, séo proporcionados conjugados de
um anticorpo e uma porgdo nado proteindcea que podem ser
selectivamente aquecidos por exposicdao a radiacgdao. Numa
concretizagdo, a porcgdo nédo proteindcea € um nanotubo de carbono
(Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 11600-11605 (2005)).
A radiacdo pode ser de qualquer comprimento de onda, e inclui,
mas nao se lhes limita, comprimentos de onda que nao prejudicam
células ordindrias, mas gue aquecem a porcdo nado proteindcea a
uma temperatura a gue as células proximais da porcg¢do néo
proteindcea do anticorpo sdo mortas.
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Certos Métodos de Preparagdo de Anticorpos
1. Certos Métodos a Base de Hibridomas

Os anticorpos anti-STEAP-1 monoclonais da invencdo podem
ser preparados utilizando o método do hibridoma descrito pela
primeira vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), ou podem
ser preparados por métodos de ADN recombinante (Patente U.S.
4,816,567) .

No método do hibridoma, um ratinho ou outro animal
hospedeiro adequado, tal como um hamster, ¢é imunizado para
eliciar linfécitos que produzem ou sao capazes de produzir
anticorpos que se irdo ligar especificamente a proteina
utilizada para a imunizacdo. Os anticorpos contra STEAP-1
geralmente s&o criados em animais por maltiplas 1injeccgdes
subcuténeas (sc) ou intraperitoneais (ip) de STEAP-1 e um
adjuvante. A STEAP-1 pode ser preparada utilizando métodos bem
conhecidos na especialidade, alguns dos quais estdo aqui
adicionalmente descritos. Por exemplo, a STEAP-1 pode ser
produzida recombinantemente. Numa concretizacdo, animais sao
imunizados com um derivado de STEAP-1 que contém uma porgao
extracelular de STEAP-1 fundida a porc¢ado Fc de uma cadeia pesada

de imunoglobulina. Numa concretizacéao, oS animais séo
imunizados com uma proteina de fusdo STEAP-1-IgGl. Numa
concretizacao, 0s animais sdo imunizados com derivados

imunogénicos de STEAP-1 numa solucdo com monofosforil-lipido A
(MPL)/ dicrinomicolato de trealose (TDM) (Ribi Immunochem.
Research, 1Inc., Hamilton, MT), e a solucdo ¢ 1injectada
intradermicamente em multiplos locais. Duas semanas mais tarde
0s animais recebem reforcos. Sete a catorze dias mais tarde os
animais sé&o sangrados, e o soro € testado quanto ao titulo anti-
STEAP-1. Os animais recebem reforgos até atingirem patamares de

titulo.

Alternativamente, 1linfdécitos podem ser imunizados 1in
vitro. Os linfécitos séo depois fundidos com células de mieloma
utilizando um agente de fusao adequado, tal como
polietilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp,59-103
(Academic Press, 1986)).
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As células de hibridoma assim preparadas sdo rastreadas e
crescidas num meio de cultura adequado, e.g., um meio que contém
uma ou mails substéncias que inibem o crescimento ou a
sobrevivéncia das células de mieloma progenitoras, nao
fundidas. Por exemplo, se as células de mieloma progenitoras
nao possuem a enzima hipoxantina—-guanina-fosforibosil-
transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de cultura para oS
hibridomas incluird tipicamente hipoxantina, aminopterina e
timidina (meio HAT), substédncias que impedem o crescimento de
células deficientes em HGPRT.

Em determinadas concretizagdes, as células de mieloma sao
aquelas que se fundem eficientemente, suportam a producgao
estéavel e de nivel elevado de anticorpo pelas células produtoras
de anticorpo seleccionadas, e sé&o sensiveis a um meio tal como
o meio HAT. As células de mieloma exemplificativas incluem, mas
ndo se lhes limitando, linhas de mieloma murino, tais como as
derivadas dos tumores de ratinho MOPC-21 e MPC-11 disponiveis
no Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego,
California EUA, e as células SP-2 ou X63-Ag8-653 disponiveis na
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland EUA.
Linhas celulares de mieloma humano e de heteromieloma de
ratinho-humano foram também descritas para a producado de
anticorpos monoclonais humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001
(1984) ; Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc.,
New York, 1987)).

O meio de cultura em que as células de hibridoma sé&o
crescidas é testado quanto a produgdo de anticorpos monoclonais
que se ligam a STEAP-1. Preferivelmente, a especificidade de
ligagdo dos anticorpos monoclonais produzidos pelas células de
hibridoma ¢ determinada por imunoprecipitacdo ou através de um
ensaio de ligacdo in vitro, tal como um radioimunoensaio (RIA)
ou um ensaio imunoadsorvente com enzimas ligadas (ELISA). A
afinidade de ligacdo do anticorpo monoclonal pode, por exemplo,
ser determinada através da andlise Scatchard de Munson et al.,
Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Apds serem identificadas as células de hibridoma que
produzem anticorpos com a especificidade, afinidade e/ou
actividade desejadas, os clones podem ser subclonados por
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procedimentos de diluicdo limitante e crescidos por métodos
padrao (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
pp,59-103 (Academic Press, 1986)). Os meios de cultura adequados
para este fim incluem, por exemplo, meio D-MEM ou RPMI-1640. Em
adicdo, as células de hibridoma podem ser crescidas in vivo na
forma de tumores asciticos num animal. Os anticorpos monoclonais
segregados pelos subclones sdo adequadamente separados do meio
de cultura, do fluido ascitico ou do soro por procedimentos
convencionails de purificacdo de imunoglobulinas tais como, por
exemplo, cromatografia em hidroxilapatite, proteina  A-
Sepharose, electroforese em gel, didlise ou cromatografia de
afinidade.

2. Certos Métodos de Rastreio de Bibliotecas

Os anticorpos anti-STEAP-1 da invencao podem ser preparados
utilizando bibliotecas combinatérias para o rastreio de
anticorpos com a actividade ou actividades desejadas. Por
exemplo, sao conhecidos na especialidade uma variedade de
métodos para a geracdo de bibliotecas de exibicdo em fagos e
rastreio destas bibliotecas quanto a anticorpos possuindo as
caracteristicas de ligacdo desejadas. Estes métodos estéo
descritos genericamente em Hoogenboom et al. (2001) em Methods
in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ), e em determinadas concretizacbes, em Lee et al.
(2004) J. Mol. Biol. 340:1073-1093.

Em principio, clones de anticorpos sintéticos séao
seleccionados por rastreio de bibliotecas de fagos contendo
fagos que exibem varios fragmentos de regides varidveis de
anticorpos (Fv) fundidos com a proteina de revestimento fagico.
Estas bibliotecas de fagos sao selecionadas por cromatografia
de afinidade contra o antigénio desejado. O0Os clones que
expressam fragmentos de Fv capazes de se ligar ao antigénio
desejado sdo adsorvidos no antigénio e assim sdo separados dos
clones que nao se ligam na biblioteca. Os clones qgque se ligam
sdo entdo eluidos do antigénio, e podem ser adicionalmente
enriquecidos por ciclos adicionais de adsorcgdo/eluicdo com o
antigénio. Qualquer dos anticorpos anti-STEAP-1 da invencgao
pode ser obtido desenhando um procedimento de rastreio adequado
para o antigénio para seleccionar o clone fagico de interesse
seguido por construcdo de um clone de anticorpo anti-STEAP-1 de
comprimento completo utilizando as sequéncias de Fv do clone
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fadgico de interesse e as sequéncias adequadas da regido
constante (Fc) descritas em Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Publicagdo 91-
3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3.

Em determinadas concretizacgdes, o dominio de ligacdo ao
antigénio de um anticorpo é formado a partir de duas regides
variaveis (V) de cerca de 110 aminoédcidos, uma de cada das
cadeias leve (VL) e pesada (VH), que apresentam ambas trés
voltas hipervariaveis (HVR) ou regides determinantes de
complementaridade (CDR). Os dominios varidveis podem ser
exibidos funcionalmente sobre fagos, quer na forma de fragmentos
Fv de cadeia tGnica (scFv), em que VH e VL estdo covalentemente
ligadas através de um péptido curto, flexivel, quer na forma de
fragmentos Fab, em que estdo fundidos com um dominio constante
e interactuam nado covalentemente, como descrito em Winter et
al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Como aqgqui se
utilizam, clones fagicos que codificam scFv e clones fagicos
que codificam Fab s&o colectivamente referidos como "clones
fadgicos de Fv" ou "clones de Fv".

Repertérios de genes de VH e VL podem ser clonados
separadamente por reaccao em cadeia pela polimerase (PCR) e
recombinados aleatoriamente em bibliotecas de fagos, que podem
depois ser pesquisadas gquanto a clones de ligacdo ao antigénio
como descrito em Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455
(1994) . As Dbibliotecas de fontes imunizadas proporcionam
anticorpos de elevada afinidade contra o imunogénio sem a
necessidade de <construir hibridomas. Alternativamente, o)
repertdério naive pode ser clonado para proporcionar uma fonte
Unica de anticorpos humanos contra uma ampla gama de antigénios
ndo préprios e também proéprios sem qualquer imunizagdo como
descrito por Griffiths et al., EMBO J., 12: 725-734 (1993).
Finalmente, podem também ser preparadas bibliotecas naive
sinteticamente por clonagem dos segmentos de genes V néao
rearranjados a partir de células estaminais, e utilizando
iniciadores de PCR contendo sequéncias aleatdrias para
codificar as regides CDR3 altamente varidveis e para realizar
0 rearranjo in vitro como descrito por Hoogenboom e Winter, J.
Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).
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Em determinadas concretizacodes, utilizam-se fagos
filamentosos para exibir fragmentos de anticorpo por fusdo com
a proteina do revestimento menor pIII. Os fragmentos de
anticorpo podem ser exibidos na forma de fragmentos Fv de cadeia
Uinica, em que os dominios VH e VL estdo ligados na mesma cadeia
polipeptidica através de um espacador polipeptidico flexivel,
e.g. como descrito por Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-
597 (1991), ou na forma de fragmentos Fab, em que uma cadeia
estd fundida com pIII e a outra é segregada para o periplasma
da célula hospedeira bacteriana onde had a montagem de uma
estrutura Fab-proteina do revestimento que fica exibida sobre
a superficie do fago por deslocamento de algumas das proteinas
do revestimento do tipo selvagem, e.g. como descrito em
Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1991).

Em geral, os &cidos nucleicos que codificam os fragmentos
de genes do anticorpo sdo obtidos a partir de células
imunitdrias colhidas de seres humanos ou animais. Se for
desejada uma biblioteca desviada a favor de clones anti-STEAP-1,
o individuo é imunizado com STEAP-1 para gerar uma resposta de
anticorpos, e células do bago e/ou células B circulantes que
ndo linfécitos do sangue periférico (PBL) sé&o recuperadas para
a construcdo da biblioteca. Numa concretizacéo preferida, uma
biblioteca de fragmentos de genes do anticorpo humano desviada
a favor de clones anti-STEAP-1 é obtida gerando uma resposta de
anticorpos anti-STEAP-1 em ratinhos transgénicos portadores de
um arranjo (array) de genes de imunoglobulina humana funcional
(e sem um sistema de producdo de anticorpos enddgenos funcional)
de modo que a imunizacdo com STEAP-1 d& origem a células B
produtoras de anticorpos contra STEAP-1 humanas. A geragdo de
ratinhos transgénicos produtores de anticorpos humanos é
descrita adiante.

O enrigquecimento adicional em populacdes de células
reactivas anti-STEAP-1 pode ser obtido utilizando um
procedimento de rastreio adequado para isolar células B gue
expressam anticorpo especifico para STEAP-1 ligado a membrana,
e.g., por separacao celular wutilizando cromatografia de
afinidade com STEAP-1 ou adsorcdo de células a STEAP-1 marcada
com fluordcromos seguida de separacao de células activada em
fluxo (“flow-activated cell sorting”) (FACS).
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Alternativamente, a utilizacdo de células do baco e/ou de
células B ou outros PBL de um dador n&o imunizado proporciona
uma melhor representacdo do possivel repertdério de anticorpos,
e também permite a construcdo de uma biblioteca de anticorpos
utilizando qualquer espécie animal (humana ou ndo humana) em
que a STEAP-1 n&do é antigénica. Para bibliotecas que incorporam
a construgdo génica do anticorpo in vitro, células estaminais
sdo colhidas do individuo para proporcionar &cidos nucleicos
que codificam segmentos de genes de anticorpos nao rearranjados.
As células imunitédrias de interesse podem ser obtidas a partir
de uma variedade de espécies animais, tais como humanas, de
ratinho, de rato, de lagomorfos, luprina, canina, felina,

porcina, bovina, equina e avicola, etc.

Acidos nucleicos que codificam segmentos génicos varidveis
de anticorpo (incluindo segmentos VH e VL) sao recuperados das
células de interesse e amplificados. No caso de bibliotecas de
genes de VH e VL rearranjados, o ADN desejado pode ser obtido
por isolamento de ADN gendémico ou ARNm de linfdécitos seguido
por reacgdo em cadeia pela polimerase (PCR) com iniciadores
correspondentes as extremidades 5' e 3' dos genes de VH e VL
rearranjados como descrito em Orlandi et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989), preparando desse modo
repertdrios de genes V diversos para expressdao. 0s genes V podem
ser amplificados a partir do ADNc e ADN gendémico, com retro-
iniciadores na extremidade 5' do ex&o que codifica o dominio V
maduro e iniciadores inversos baseados no interior do segmento
J como descrito em Orlandi et al. (1989) e em Ward et al.,
Nature, 341: 544-546 (1989). Contudo, para a amplificacado a
partir de ADNc, os retro-iniciadores podem também ser baseados
no exao de comando como descrito em Jones et al., Biotechnol.,
9: 88-89 (1991), e iniciadores directos no interior da regiéo
constante como descrito em Sastry et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989) . Para maximizar a
complementaridade, pode ser 1incorporada degenerescéncia nos
iniciadores como descrito em Orlandi et al. (1989) ou Sastry et
al. (1989). Em determinadas concretizacdes, a diversidade da
biblioteca ¢ maximizada utilizando iniciadores de PCR
direccionados para cada familia de genes V de modo a amplificar
todos os arranjos de VH e VL disponiveis presentes na amostra
de &cido nucleico de células imunitédrias, e.g. como descrito no
método de Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) ou
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como descrito no método de Orum et al., Nucleic Acids Res., 21:
4491-4498 (1993). Para a clonagem do ADN amplificado nos
vectores de expressao, podem ser introduzidos locais de
restricdo raros no interior do iniciador de PCR como marcador
numa extremidade como descrito em Orlandi et al. (1989), ou por
amplificacdo adicional por PCR com um iniciador marcado como
descrito em Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991).

Os repertdérios de genes V sinteticamente rearranjados podem
ser derivados in vitro de segmentos de genes V. A maioria dos
segmentos de genes VH humanos foram clonados e sequenciados
(reportado em Tomlinson et al., J. Mol. Biol., 227: 776-798
(1992)), e mapeados (reportado em Matsuda et al., Nature Genet.,
3: 88-94 (1993); estes segmentos clonados (incluindo todas as
conformacgdes principais da volta H1 e H2) podem ser utilizados
para gerar repertdérios de genes VH diversos com iniciadores de
PCR que codificam voltas H3 de diversas sequéncias e
comprimentos como descrito em Hoogenboom e Winter, J. Mol.
Biol., 227: 381-388 (1992). Os repertdérios de VH podem também
ser preparados com toda a diversidade de sequéncias focada numa
volta H3 longa de um UGnico comprimento como descrito em Barbas
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992).
Segmentos de V e V humanos foram clonados e sequenciados
(reportado em Williams e Winter, FEur. J. Immunol., 23: 1456-
1461 (1993)) e podem ser utilizados para preparar repertdrios
de cadeias leves sintéticos. Os repertdrios sintéticos de genes
V, baseados numa gama de voltas VH e VL, e comprimentos L3 e
H3, irdo codificar anticorpos de considerdvel diversidade
estrutural. Apds amplificacdo dos ADN que codificam os genes V,
segmentos de genes V da linha germinal podem ser rearranjados
in vitro de acordo com os métodos de Hoogenboom e Winter, J.
Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Os repertdrios de fragmentos de anticorpo podem ser
construidos combinando repertdrios de genes VH e VL juntos de
vdrias maneiras. Cada repertdério pode ser criado em vectores
diferentes, e os vectores podem ser recombinados in vitro, e€.9.,
como descrito em Hogrefe et al., Gene, 128: 119-126 (1993), ou
in vivo por infeccdo combinatdéria, e.g., o sistema loxP descrito
em Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993).
A abordagem de recombinacdo in vivo explora a natureza de duas
cadeias dos fragmentos Fab para ultrapassar o limite na dimenséao
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da biblioteca imposto pela eficiéncia da transformacdo de
E. coli. Repertérios de VH e VL naive sdo clonados
separadamente, um num fagemideo e o outro num vector fagico. As
duas bibliotecas sdo entdo combinadas por infeccdo féagica de
bactérias contendo fagemideo de modo que cada célula contém uma
combinagdo diferente e a dimensdo da biblioteca estd limitada
apenas pelo numero de células presentes (cerca de 10!2 clones).
Ambos os vectores contém sinais de recombinacdo in vivo de modo
que o0s genes VH e VL sdo recombinados num uUnico replicdo e séo
co—empacotados em virides fagicos. Estas enormes bibliotecas
proporcionam grandes numeros de anticorpos diversos de boa
afinidade (Kqg! de cerca de 107°% M).

Alternativamente, 0os repertdérios podem ser clonados
sequencialmente no mesmo vector, e.g. como descrito em Barbas
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982 (1991), ou
montados em conjunto por PCR e depois clonados, e.g. como
descrito em Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). A
montagem por PCR pode também ser utilizada para unir os ADN de
VH e VL com ADN que codifica um espacgador peptidico flexivel
para formar repertdrios de Fv de cadeia unica (scFv). Em ainda
outra técnica ¢é wutilizada "montagem por PCR celular" para
combinar genes de VH e VL no interior de linfdécitos por PCR e
depois repertoérios de clone de genes ligados como descrito em
Embleton et al., Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837 (1992).

Os anticorpos produzidos por Dbibliotecas naive (quer
naturais ou sintéticas) podem ser de afinidade moderada (Kq ! de
cerca de 10% a 107 M!'), mas pode também ser imitada a maturacédo
de afinidade in vitro construindo e re-seleccionando a partir
de bibliotecas secundadrias como descrito em Winter et al.
(1994), supra. Por exemplo, pode ser introduzida uma mutacdo
aleatoriamente in vitro utilizando polimerase propensa a erros
(reportada em Leung et al., Technique, 1: 11-15 (1989)) no
método de Hawkins et al., J. Mol. Biol., 226: 889-896 (1992) ou
no método de Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-
3580 (1992). Adicionalmente, pode ser realizada maturacao de
afinidade por mutacdo aleatdéria de uma ou mais CDR, e.g.
utilizando PCR com iniciadores portadores de seqguéncias
aleatdrias que se estendem pelas CDR de interesse, em clones de
Fv individuais seleccionados e rastreio quanto a clones de mais
elevada afinidade. WO 9607754 (publicado em 14 de Marco de 1996)
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descreve um método para inducdo de mutagénese numa regido
determinante de complementaridade de uma cadeia leve de
imunoglobulina para criar uma biblioteca de genes de cadeia
leve. Outra abordagem eficaz consiste em recombinar os dominios
VH ou VL seleccionados por exibicdo em fagos com repertdérios de
variantes de dominio V de ocorréncia natural obtidas de dadores
ndo imunizados e rastrear quanto a maior afinidade em varios
ciclos de re-baralhamento de cadeias como descrito em Marks et
al., Biotechnol., 10: 779-783 (1992). Esta técnica permite a
producdo de anticorpos e fragmentos de anticorpos com afinidades
de cerca de 107 M ou menos.

O rastreio das bibliotecas pode ser realizado através de
vdrias técnicas conhecidas na especialidade. Por exemplo, a
STEAP-1 pode ser utilizada para revestir os pocos de placas de
adsorgcao, expressa em células hospedeiras afixadas nas placas
de adsorc¢do ou utilizadas em seleccdo de células, ou conjugadas
com biotina para captura com contas revestidas de
estreptavidina, ou utilizadas em qualgquer outro método para
seleccdo de bibliotecas de exibicdo em fagos.

As amostras de Dbibliotecas de fagos sado colocadas em
contacto com STEAP-1 imobilizada sob condig¢des adequadas para
a ligacdo de pelo menos uma porcdo das particulas féagicas ao
adsorvente. Normalmente, as condig¢des, incluindo pH, forga
iénica e temperatura, sdo seleccionadas para imitar as condicgdes
fisioldgicas. Os fagos ligados a fase sdélida sdo lavados e
depois eluidos por &cido, e.g. como descrito em Barbas et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), ou por &alcali,
e.g. como descrito em Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597
(1991), ou por competicdo com antigénio STEAP-1, e.g. num
procedimento similar ao método de competicdo com antigénio de
Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). Os fagos podem
ser enriquecidos 20-1000 wvezes num Unico ciclo de seleccgéo.
Adicionalmente, os fagos enriquecidos podem ser crescidos em
cultura bacteriana e submetidos a ciclos adicionais de seleccéo.

A eficiéncia da seleccdo depende de muitos factores,
incluindo a cinética da dissociacdo durante a lavagem, e se
multiplos fragmentos de anticorpo num uUnico fago podem
simultaneamente estar envolvidos com o antigénio. Os anticorpos
com cinética de dissociacdo répida (e fracas afinidades de
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ligacgdo) podem ser retidos utilizando lavagens curtas, exibicéao
multivalente em fagos e elevada densidade de revestimento de
antigénio em fase sélida. A elevada densidade né&o apenas
estabiliza o fago através de interacgdes multivalentes, mas
também favorece a vre-ligacédo do fago gque se dissociou. A
selecgcdo de anticorpos com cinética de dissociacgdo lenta (e
boas afinidades de ligacéao) pode ser promovida por utilizacgédo
de lavagens longas e exibicdo monovalente em fagos como descrito
em Bass et al., Proteins, 8: 309-314 (1990) e em WO 92/09690,
e uma baixa densidade de revestimento de antigénio como descrito
em Marks et al., Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

E possivel seleccionar entre anticorpos féagicos de
diferentes afinidades, mesmo com afinidades que diferem
ligeiramente, para com STEAP-1. Contudo, a mutacgdo aleatdria de
um anticorpo seleccionado (e.g. como realizado em algumas
técnicas de maturagdo de afinidade) d& provavelmente origem a
muitos mutantes, a maioria ligando-se ao antigénio, e poucos
com maior afinidade. Com STEAP-1 limitante, pode haver
competicdo com fagos de elevada afinidade raros. Para reter
todos o0s mutantes de maior afinidade, os fagos podem ser
incubados com excesso de STEAP-1 biotinilada, mas com a STEAP-1
biotinilada numa concentracdo de menor molaridade do que a
constante de afinidade molar alvo para STEAP-1. Os fagos com
ligacdo de elevada afinidade podem entdo ser capturados por
contas ©paramagnéticas revestidas com estreptavidina. Esta
"captura de equilibrio"™ permite que os anticorpos sejam
seleccionados de acordo com as suas afinidades de ligacao, com
sensibilidade que permite o isolamento de clones mutantes com
afinidade apenas duas vezes superior a partir de um grande
excesso de fagos com menor afinidade. As condig¢des utilizadas
na lavagem dos fagos ligados a uma fase sdélida podem também ser
manipuladas para discriminar com Dbase na cinética da

dissociacéo.

Os clones anti-STEAP-1 podem ser seleccionados com base na
actividade. Em determinadas concretizacdes, a invencéo
proporciona anticorpos anti-STEAP-1 que se ligam a células vivas
que expressam naturalmente STEAP-1. Numa concretizacao, a
invengcdo proporciona anticorpos anti-STEAP-1 que blogqueiam a
ligagdo entre um ligando STEAP-1 e STEAM-1, mas nao bloqueiam
a ligacdo entre um ligando STEAP-1 e uma segunda proteina. Os
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clones de Fv correspondentes a estes anticorpos anti-STEAP-1
podem ser seleccionados por (1) isolamento de clones anti-
STEAP-1 a partir de uma biblioteca de fagos como descrito acima,
e opcionalmente amplificacdo da populacdo isolada de clones
fadgicos por crescimento da populacdo num hospedeiro bacteriano
adequado; (2) selecgdo de STEAP-1 e uma segunda proteina contra
a qual ¢é desejada actividade blogqueante e ndo bloqueante,
respectivamente; (3) adsorcdo dos clones fagicos anti-STEAP-1
a STEAP-1 imobilizada; (4) utilizacdo de um excesso da segunda
proteina para eluir quaisquer clones indesejados que reconhecem
determinantes de ligacdo a STEAP-1 que se sobrepdem a, ou sao
partilhados por, os determinantes de ligacdo da segunda
proteina; e (5) eluicdo dos clones que permanecem adsorvidos
apdés o passo (4). Opcionalmente, os clones com as propriedades
blogqueantes/ndo blogueantes desejadas podem ser adicionalmente
enriquecidos por repeticdo dos procedimentos de seleccgdo aqui
descritos, uma ou mais vezes.

O ADN qgue codifica anticorpos monoclonais derivados de
hibridomas ou clones de Fv por exibicdo em fagos da invencédo é
prontamente isolado e sequenciado utilizando procedimentos
convencionais (e.g. utilizando iniciadores oligonucleotidicos
desenhados para amplificar especificamente as regides de
codificacdo da cadeia pesada e leve de interesse a partir de um
hibridoma ou um molde de ADN féagico). Uma vez isolado, o ADN
pode ser colocado em vectores de expressao, que sao entao
transfectados em células hospedeiras tais como células de
E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster
chinés (CHO) ou células de mieloma gque nado produzem de outro
modo proteina imunoglobulina, para obter a sintese dos
anticorpos monoclonais desejados nas células hospedeiras
recombinantes. Artigos de reviséao sobre a expressao
recombinante em bactérias de ADN de codificacdo de anticorpos
incluem Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256 (1993)
e Pluckthun, Immunol. Revs, 130: 151 (1992).

O ADN que codifica os clones de Fv da invengdo pode ser
combinado com sequéncias de ADN conhecidas que codificam regides
constantes da cadeia pesada e/ou da cadeia leve (e.g. podem ser
obtidas sequéncias de ADN apropriadas de Kabat et al., supra)
para formar clones que codificam cadeias pesadas e/ou leves de
comprimento completo ou parcial. Serd notado que podem ser
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utilizadas regides constantes de qualgquer isotipo para este
fim, incluindo regides constantes de IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE,
e que estas regides constantes podem ser obtidas de qualquer
espécie humana ou animal. Um clone de Fv derivado do ADN do
dominio variavel de uma espécie animal (tal como o ser humano)
e depois fundido com o ADN da regido constante de outra espécie
animal para formar sequéncia(s) de codificacdo para cadeias
pesadas e/ou cadeias leves "hibridas" de comprimento completo
estd incluido na definicdo de anticorpo "quimérico" e "hibrido"
como aqui se utiliza. Em determinadas concretizac¢des, um clone
de Fv derivado de ADN varidvel humano ¢é fundido com ADN da
regido constante humana para formar sequéncia(s) de codificacéao
para cadeias pesadas e/ou leves de comprimento completo ou
parcial humanas.

O ADN que codifica anticorpo anti-STEAP-1 derivado de um
hibridoma da invencgdo pode também ser modificado, por exemplo,
por substituicdo da sequéncia de codificacdo para dominios
constantes da cadeia pesada e leve humanos no lugar de
sequéncias homélogas murinas derivadas do clone do hibridoma
(e.g. como no método de Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81: 6851-6855 (1984)). O ADN que codifica um anticorpo ou
fragmento derivado de hibridomas ou de clones de Fv pode ser
adicionalmente modificado por unido covalente da sequéncia de
codificagcdo da imunoglobulina com a totalidade ou parte da
sequéncia de codificacdo para um polipéptido gque nédo de
imunoglobulina. Desta maneira, sao preparados anticorpos
"quiméricos" ou "hibridos™ que possuem a especificidade de
ligacdo dos anticorpos derivados de <clones de Fv ou de
hibridomas da invencéo.

3. Vectores, Células Hospedeiras e Métodos Recombinantes

Para a produgdo recombinante de um anticorpo da invencéao,
o &cido nucleico que o codifica é isolado e inserido num vector
replicdvel para posterior clonagem (amplificacgdo do ADN) ou
para expressdo. O ADN que codifica o anticorpo €& prontamente
isolado e sequenciado utilizando procedimentos convencionais
(e.g., utilizando sondas oligonucleotidicas que sé&o capazes de
se ligar especificamente a genes gque codificam as cadeias pesada
e leve dos anticorpos). Muitos vectores estdo disponiveis. A
escolha do vector depende em parte da célula hospedeira a
utilizar. Geralmente, as células hospedeiras sdo de origem
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procariota ou eucariota (geralmente de mamifero). Serd notado
que regides constantes de qualquer isotipo podem ser utilizadas
para este fim, incluindo regides constantes de IgG, IgM, Iga,
IgD e IgE, e gque estas regides constantes podem ser obtidas a
partir de qualquer espécie humana ou animal.

Geracao de anticorpos utilizando células hospedeiras
procariotas:

Construcdo de Vectores

Sequéncias de polinucledétidos que codificam componentes
polipeptidicas do anticorpo da invengdo podem ser obtidas
utilizando técnicas recombinantes padrdo. As sequéncias de
polinucledtidos desejadas podem ser isoladas e sequenciadas a
partir de células produtoras de anticorpo tais como células de
hibridoma. Alternativamente, os polinucleétidos podem ser
sintetizados utilizando sintetizadores de nucledtidos ou
técnicas de PCR. Uma vez obtidas, as sequéncias que codificam
0s polipéptidos sao inseridas num vector recombinante capaz de
replicar e expressar polinucledtidos heterdlogos em hospedeiros
procariotas. Muitos vectores que estdo disponiveis e séao
conhecidos na especialidade podem ser wutilizados para a
finalidade da presente invencdo. A selecgcdao de um vector
apropriado iréd depender principalmente da dimensdo dos &cidos
nucleicos a inserir no vector e da célula hospedeira particular
a transformar com o vector. Cada vector contém varias
componentes, dependendo da sua funcéo (amplificacdo ou
expressdo de polinucledétido heterdlogo, ou ambas) e da sua
compatibilidade com a célula hospedeira particular em gue
reside. As componentes do vector geralmente incluem, mas nao se
lhes limitando: uma origem de replicacao, um gene marcador de
selecgdo, um promotor, um local de ligacdo ao ribossoma (RBS),
uma sequéncia de sinal, a insercdo de &cido nucleico heterdlogo
e uma seqgquéncia de terminacdo da transcricgéo.

Em geral, vectores plasmidicos contendo replicdes e
sequéncias de controlo que sdo derivadas de espécies compativeis
com a célula hospedeira, sdo utilizados em ligacdo a esses
hospedeiros. O vector ¢é vulgarmente portador de um local de
replicacdo, assim como de sequéncias marcadoras que sado capazes
de proporcionar a seleccgao fenotipica nas células
transformadas. Por exemplo, E. coli é tipicamente transformada
utilizando pBR322, um plasmideo derivado de uma espécie de
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E. coli. O pBR322 contém genes que codificam resisténcia a
ampicilina (Amp) e a tetraciclina (Tet) e assim proporcionam um
meio facil para a identificacgdo das células transformadas. O
PBR322, os seus derivados, ou outros plasmideos microbianos ou
bacteridéfagos, podem também conter, ou ser modificados para
conter, promotores que podem ser utilizados pelo organismo
microbiano para expressdo de proteinas enddgenas. Os exemplos
de derivados de pBR322 utilizados para a expressao de anticorpos
particulares estdo descritos com detalhes em Carter et al.,
Patente U.S. 5,648,237.

Em adicdo, vectores fagicos contendo replicdes e sequéncias
de controlo que sao compativeis com o microorganismo hospedeiro,
podem ser utilizados como vectores de transformacdo em ligacéao
a estes hospedeiros. Por exemplo, o0s bacteridéfagos como

GEM.TM.-11 podem ser utilizados na preparacao de um vector
recombinante que pode ser utilizado para transformar células
hospedeiras susceptiveis tais como E. coli LE392.

O vector de expressao da invencéado pode compreender dois ou
mais pares promotor-cistrdo, que codificam cada uma das
componentes polipeptidicas. Um promotor ¢é uma sSequéncia
reguladora nédo traduzida localizada a montante (5') de um
cistrdo que modula a sua expressao. Os promotores procariotas
tipicamente caiem em duas classes, indutiveis e constitutivos.
O promotor indutivel é um promotor que inicia niveis aumentados
de transcricdo do cistréo sob o seu controlo em resposta a
alteracdes nas condigdes de cultura, e.g. a presenca ou auséncia

de um nutriente ou uma alteracdo na temperatura.

S&do bem conhecidos um grande numero de promotores
reconhecidos por uma variedade de células hospedeiras
potenciais. O promotor seleccionado pode estar operativamente
ligado a ADN de cistrdes que codificam a cadeia leve ou pesada
por remogdo do promotor a partir do ADN fonte através de
digestdo por enzimas de restricdo e insercdo da sequéncia
promotora isolada no vector da invencé&o. Podem ser utilizados
tanto a sequéncia promotora nativa como muitos promotores
heterdlogos para dirigir a amplificacgdo e/ou a expressido dos
genes alvo. Em algumas concretizagdes sdo utilizados promotores
heterdlogos, pois geralmente permitem maior transcrigdo e
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superiores rendimentos de gene alvo exXpresso em comparacaoc com
o promotor do polipéptido alvo nativo.

Os promotores adequados para utilizacdo com hospedeiros

procariotas incluem o promotor PhoA, o0s sistemas promotores da
—galactamase e da lactose, um sistema promotor do triptofano

(trp) e promotores hibridos tais como o promotor tac ou o trc.
Contudo, s&o também adequados outros promotores que sSao
funcionais em bactérias (tais como outros promotores
bacterianos ou fagicos conhecidos). As suas sequéncias de
nucledétidos foram publicadas, desse modo permitindo a um
trabalhador especializado ligd-los operativamente a cistrdes
que codificam as cadeias leves e pesadas alvo (Siebenlist et
al. (1980) Cell 20: 269) utilizando ligantes ou adaptadores
para fornecer quaisquer locais de restrigdo necessérios.

Num aspecto da invencgdo, cada cistrdo no interior do vector
recombinante compreende uma componente sequéncia de sinal de
secrecdo que dirige a translocacdo dos polipéptidos expressos
através da membrana. Em geral, a sequéncia de sinal pode ser
uma componente do vector, ou pode ser uma parte do ADN do
polipéptido alvo que é inserido no vector. A sequéncia de sinal
seleccionada para os fins da presente invencdo deverd ser uma
sequéncia que é reconhecida e processada (i.e. clivada por uma
peptidase de sinal) pela célula hospedeira. Para células
hospedeiras procariotas gque nao reconhecem nem processam as
sequéncias de sinal nativas aos polipéptidos heterdlogos, a
sequéncia de sinal é substituida por uma sequéncia de sinal
procariota seleccionada, por exemplo, do grupo gue consiste nos
comandos da fosfatase alcalina, penicilinase, Ipp ou
enterotoxina II estédvel ao calor (STII), LamB, PhoE, PelB, OmpA
e MBP. Numa concretizacdo da invencgdo, as sequéncias de sinal
utilizadas em ambos o0s cistrdes do sistema de expressadao sao
sequéncias de sinal STII ou suas variantes.

Noutro aspecto, a producao das imunoglobulinas de acordo
com a invencédo pode ocorrer no citoplasma da célula hospedeira,
e portanto ndo requer a presenca de sequéncias de sinal de
secrecdo no interior de cada cistrdo. A esse respeito, as
cadeias 1leves e pesadas de 1munoglobulina s&o expressas,
dobradas e montadas para formar imunoglobulinas funcionais no
interior do citoplasma. Certas estirpes hospedeiras (e.g., as
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estirpes de FE. coli trxB-) proporcionam condicdes no citoplasma
que sao favoréaveis a formacdo de ligagdes dissulfureto, desse
modo permitindo as correctas dobragem e montagem de subunidades
de proteina expressas. Proba e Pluckthun, Gene, 159:203 (1995).

Os anticorpos da invencdo podem também ser produzidos
utilizando um sistema de expressdoc em que a razdo quantitativa
de componentes polipeptidicas expressas pode ser modulada de
modo a maximizar o rendimento de anticorpos da invencéao
segregados e correctamente montados. Esta modulacéo é
realizada, pelo menos em parte, por modulacdo simultdnea das
forcas de tradugdo para as componentes polipeptidicas.

Uma técnica para a modulacdo das forgas de traducdo é
divulgada em Simmons et al., Pat. U.S. 5,840,523. Esta utiliza
variantes da regido de iniciacdo da traducao (TIR) no interior
de um cistrdo. Para uma determinada TIR, pode ser criada uma
série de variantes de sequéncia de aminodcidos ou de &cido
nucleico com uma gama de forcas de traducao, desse modo
proporcionando um meio conveniente através do qual ajustar este
factor para o nivel de expressido desejado da cadeia especifica.
As variantes de TIR podem ser geradas por técnicas convencionais
de mutagénese que resultam em alteracdes de coddes que podem
alterar a sequéncia de aminocacidos. Em determinadas
concretizacdes, as alteracgdes na sequéncia de nucledétidos séao
silenciosas. As alteracgdes na TIR podem incluir, por exemplo,
alteracdes no numero ou no espacamento de sequéncias de Shine-
Dalgarno, juntamente com alteracgdes na sequéncia de sinal. Um
método para gerar sequéncias de sinal mutantes € a geracdo de
um "banco de coddes" no inicio de uma sequéncia de codificacéao
gue nédo altera a sequéncia de aminodcidos da sequéncia de sinal
(i.e., as alteracgdes sédo silenciosas). Isto pode ser realizado
alterando a terceira posicdo de nucledétido de cada codao;
adicionalmente, alguns aminoédcidos, tais como leucina, serina
e arginina, possuem multiplas primeira e segunda posicdes que
podem adicionar complexidade a preparacdo do banco. Este método
de mutagénese estd descrito com detalhes em Yansura et al.
(1992) METHODS: A Companion to Methods in Enzymol. 4:151-158.

Numa concretizacdo, é gerado um conjunto de vectores com
uma gama de forcas de TIR para cada um dos seus cistrbes. Este
conjunto limitado proporciona uma comparacdo de niveis de
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expressdo de cada cadeia assim como do rendimento dos produtos
de anticorpo desejados sob varias combinacdes de forga de TIR.
As forcas de TIR podem ser determinadas por quantificacao do
nivel de expressdo de um gene repdrter como descrito com
detalhes em Simmons et al. Pat. U.S. 5,840,523. Com base na
comparacdo de forces de traducgao, sdo seleccionadas as TIR
individuais desejadas para combinar nas construgdes do vector

de expressao da invencéao.

As células hospedeiras procariotas adequadas para
expressdo de anticorpos da invencdo incluem Archaebacteria e
Fubacteria, tals como organismos Gram-negativos ou Gram-
positivos. Os exemplos de bactérias uteis incluem Escherichia
(e.g., E. coli), Bacilli (e.g., B. subtilis), Enterobacteria,
espécies de Pseudomonas (e.g., P. aeruginosa), Salmonella
typhimurium, Serratia marcescans, Klebsiella, Proteus,
Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla ou Paracoccus. Numa
concretizacdo, sdo wutilizadas células Gram-negativas. Numa
concretizacao, sdo utilizadas células de E. coli como
hospedeiros para a invencdo. Os exemplos de estirpes de E. colil
incluem a estirpe W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular
Biology, wvol. 2 (Washington, D.C.: American Society for
Microbiology, 1987), pp. 1190-1219; N.° de Depdsito na ATCC
27,325) e seus derivados, incluindo a estirpe 33D3 possuindo o
gendtipo W3110 fhua ( tondA) ptr3 lac Ig lacl8 ompT
fepE) degP41 kanR (Pat. U.S. 5,639,635). Outras estirpes e seus
derivados, tais como E. coli 294 (ATCC 31,44¢6), E. coli B,
E. coli 1776 (ATCC 31,537) &. coli RV308 (ATCC 31,608) séao
também adequadas. Estes exemplos sdo ilustrativos e néo
limitantes. Os métodos para construcdo de derivados de quaisquer
das bactérias acima mencionadas possuindo gendtipos definidos
sdo conhecidos na especialidade e estdo descritos, por exemplo,
em Bass et al., Proteins, 8:309-314 (1990). E geralmente
necessario seleccionar a Dbactéria apropriada tendo em
consideracédo a replicabilidade do replicdo nas células de uma
bactéria. Por exemplo, E. coli, espécies de Serratia ou
Salmonella podem ser adequadamente utilizadas como hospedeiro
quando s&o utilizados plasmideos bem conhecidos como pBR322,
PBR325, pACYC 177 ou pKN41l0 para fornecer o replicao.
Tipicamente, a célula hospedeira deverd segregar quantidades
minimas de enzimas proteoliticas, e inibidores de protease

(nmpc—
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adicionais podem ser desejavelmente incorporados na cultura
celular.

Producdo de Anticorpos

As células hospedeiras sdo transformadas com os vectores
de expressao acima descritos e cultivadas em meios nutrientes
convencionais modificados conforme apropriado para induzir
promotores, seleccionar transformantes ou amplificar os genes
que codificam as sequéncias desejadas.

Transformagdo significa a introducgcdo de ADN no hospedeiro
procariota de modo a que o ADN seja replicavel, quer na forma
de um elemento extracromossdédmico quer  como integrante
cromossémico. Dependendo da célula hospedeira utilizada, a
transformacéo é realizada utilizando técnicas padréo
apropriadas para essas células. O tratamento com célcio
empregando cloreto de cadlcio é geralmente utilizado para células
bacterianas que contém barreiras de parede celular
substanciais. Outro método para a transformagcdo emprega
polietilenoglicol/DMSO. Ainda outra técnica utilizada é a
electroporacéao.

As células procariotas utilizadas para produzir os
polipéptidos da invencdo sido crescidas em meios conhecidos na
especialidade e adequados para a cultura das células hospedeiras
seleccionadas. 0Os exemplos de meios adequados incluem caldo
ltria (LB) mais os suplementos de nutrientes necessarios. Em
algumas concretizacdes, o0s meios também contém um agente de
seleccado, escolhido com base na construcdo do vector de
expressdo, para permitir o crescimento selectivo de células
procariotas contendo o vector de expressao. Por exemplo,
adiciona-se ampicilina aos meios para o crescimento de células
que expressam genes de resisténcia a ampicilina.

Quaisquer suplementos necessdrios para além de fontes de
carbono, azoto e fosfato inorgédnico podem também ser incluidos
nas concentracgdes apropriadas introduzidos singularmente ou na
forma de uma mistura com outro suplemento ou meio tal como uma
fonte de azoto complexa. Opcionalmente o meio de cultura pode
conter um ou mais agentes redutores seleccionados do grupo que
consiste em glutationa, cisteina, <c¢istamina, tioglicolato,
diticeritritol e ditiotreitol.



EP 2 502 938/PT
140

As células hospedeiras procariotas sdo cultivadas a
temperaturas adequadas. Em determinadas concretizacdes, para o
crescimento de E. coli, as temperaturas de crescimento variam
de cerca de 20°C a cerca de 39°C; de cerca de 25°C a cerca de
37°C; ou cerca de 30°C. O pH do meio pode ser qualquer pH
variando de cerca de 5 a cerca de 9, dependendo principalmente
do organismo hospedeiro. Em determinadas concretizagdes, para
E. coli, o pH é de cerca de 6,8 a cerca de 7,4, ou de cerca
de 7,0.

Se for wutilizado um promotor indutivel no vector de
expressdo da invencdo, a expressdo da proteina ¢ induzida sob
condic¢des adequadas para a activacao do promotor. Num aspecto
da invencgao, sédo utilizados promotores PhoA para controlar a
transcricéao dos polipéptidos. Desse modo, as células
hospedeiras transformadas sdo cultivadas num meio com limitacéo
por fosfato para a inducdo. Em determinadas concretizacdes, o
meio com limitacdo por fosfato é o meio C.R.A.P. (veja-se, e.g.,
Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147). Podem
ser utilizados uma variedade de outros indutores, de acordo com
a construcdo de vector empregue, como ¢é conhecido na
especialidade.

Numa concretizacéao, 0s polipéptidos exXpressos séo
segregados para, e recuperados de, o periplasma das células
hospedeiras. A recuperacdo de proteinas envolve tipicamente a
ruptura do microorganismo, geralmente por meios como choque
osmético, tratamento com ultrassons ou lise. Apds a ruptura das
células, os detritos celulares ou células completas podem ser
removidos por centrifugacdo ou filtracdo. As proteinas podem
ser adicionalmente purificadas, por exemplo, por cromatografia
em resina afinidade. Alternativamente, as proteinas podem ser
transportadas para os meios de cultura e ai isoladas. As células
podem ser removidas da cultura e sendo o sobrenadante da cultura
filtrado e concentrado para purificacdo adicional das proteinas
produzidas. Os polipéptidos expressos podem ser adicionalmente
isolados e identificados wutilizando métodos vulgarmente
conhecidos tais como electroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) e ensailo Western blot.
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Num aspecto da invencdo, a producdo de anticorpos é
conduzida em grande quantidade através de um processo de
fermentacdo. Estdo disponiveis vdrios procedimentos fermentacéo
em descontinuo com alimentacdo em larga escala para a producéo
de proteinas recombinantes. As fermentacdes em larga escala tém
pelo menos 1000 1litros de capacidade, e em determinadas
concretizagdes, cerca de 1000 a 100 000 litros de capacidade.
Estes fermentadores wutilizam ©propulsores agitadores ©para
distribuir o oxigénio e os nutrientes, especialmente glucose (a
fonte preferida de carbono/energia). Fermentacdo em pequena
escala refere-se geralmente a fermentacdo num fermentador que
ndo tem mais do que aproximadamente 100 litros de capacidade
volumétrica, e pode variar de cerca de 1 litro a cerca de 100
litros.

Num processo de fermentacdo, a indugcdo da expressao de
proteina é tipicamente iniciada apds as células terem crescido
sob condicdes adequadas até uma densidade desejada, e.g., uma
DO550 de cerca de 180-220, estdgio em que as células estdo na
fase estacionaria precoce. Podem ser utilizados uma variedade
de indutores, de acordo com as construgdes de vector empregue,
como €& conhecido na especialidade e estd descrito acima. As
células podem ser crescidas durante periodos mais curtos antes
da indugdo. As células sé&o usualmente induzidas durante cerca
de 12-50 horas, embora possa ser utilizado um tempo de inducéo
mais longo ou mais curto.

Para melhorar o rendimento de produgcdo e a qualidade dos
polipéptidos da invencgéo, podem ser modificadas varias
condigdes da fermentacé&o. Por exemplo, para melhorar a montagem
e dobragem correctas dos polipéptidos de anticorpo segregados,
podem ser utilizados vectores adicionais gque sobre-expressam
proteinas chaperone, tais como proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC,
DsbD e ou DsbG) ou FkpA (uma peptidilprolil-cis, trans—-isomerase
com actividade de chaperone) para co-transformar células
hospedeiras procariotas. Foi demonstrado que as proteinas
chaperone facilitam a correcta dobragem e a solubilidade de
proteinas heterdlogas produzidas em células hospedeiras
bacterianas. Chen et al. (1999) J. Biol. Chem. 274:19601-19605;
Georgiou et al., Patente U.S. 6,083,715;Georgiou et al., Patente
Uu.s. 6,027,888; Bothmann e Pluckthun (2000) J. Biol. Chem.
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275:17100-17105; Ramm e Pluckthun (2000) J. Biol. Chem.
275:17106-17113; Arie et al. (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

Para minimizar a protedlise de proteinas heterdlogas
expressas (especialmente as que sao proteoliticamente
sensiveis), certas estirpes hospedeiras deficientes em enzimas
proteoliticas podem ser utilizadas na presente invengdo. Por
exemplo, estirpes de células hospedeiras podem ser modificadas
para efectuar mutacado (des) genética(s) nos genes que codificam
proteases bacterianas conhecidas tais como Protease III, OmpT,
DegP, Tsp, Protease I, Protease Mi, Protease V, Protease VI e
suas combinagdes. Algumas estirpes de E. coli deficientes em
proteases estdo disponiveis e estdo descritas em, por exemplo,
Joly et al. (1998), supra; Georgiou et al., Patente
U.S. 5,264,365; Georgiou et al., Patente U.S. 5,508,192; Hara
et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).

Numa concretizacgdo, estirpes de E. coli deficientes em
enzimas proteoliticas e transformadas com plasmideos que sobre-
expressam uma ou mais proteinas chaperone sdo utilizadas como
células hospedeiras no sistema de expressido da invencéo.

Purificacdo de Anticorpos

Numa concretizacdo, a proteina do anticorpo agqui produzida
¢ adicionalmente purificada para obter preparacdes qgue sao
substancialmente homogéneas para ensaios e utilizacdes
adicionais. Podem ser empregues métodos padrdo de purificacédo
de proteinas conhecidos na especialidade. Os procedimentos que
se seguem sdo exemplificativos de procedimentos de purificacéao
adequados: fraccionamento em colunas de imunoafinidade ou
permuta idénica, precipitacgdo em etanol, HPLC de fase inversa,
cromatografia sobre silica ou numa resina de permuta catidnica
tal como DEAE, cromatofocagem, SDS-PAGE, precipitagcdo com
sulfato de aménio e filtragdo em gel utilizando, por exemplo,
Sephadex G-75.

Num aspecto, Proteina A imobilizada numa fase sdlida é
utilizada para purificacgdo por imunocafinidade dos produtos de
anticorpo da invencdo. A proteina A €& uma proteina da parede
celular de 41 kD de Staphylococcus aureas dque se liga com
elevada afinidade a regido Fc de anticorpos. Lindmark et al.
(1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13. A fase sé6lida a que a Proteina
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A & imobilizada pode ser uma coluna compreendendo uma superficie
de vidro ou de silica, ou uma coluna de vidro de poros
controlados ou uma coluna de &cido silicico. Em algumas
aplicacdes, a coluna é revestida com um reagente, tal como
glicerol, para possivelmente prevenir a aderéncia néao
especifica de contaminantes.

Como primeiro passo de purificacédo, uma preparacao derivada
da cultura celular como descrito acima pode ser aplicada a uma
Proteina A imobilizada em fase sdélida para permitir a ligacéo
especifica do anticorpo de interesse a Proteina A. A fase sélida
serd entdo lavada para remover contaminantes ligados néo
especificamente a fase sdélida. Finalmente, o anticorpo de
interesse é recuperado da fase sdélida por eluicgéo.

Geracdo de anticorpos utilizando células hospedeiras

eucariotas:

Um vector para utilizacdo numa célula hospedeira eucariota
geralmente inclui uma ou mais das seguintes componentes néao
limitantes: uma sequéncia de sinal, uma origem de replicacéo,
um ou mais genes marcadores, um elemento potenciador, um

promotor e uma sequéncia de terminacdo da transcricéo.

Componente sequéncia de sinal

Um vector para utilizacdo numa célula hospedeira eucariota
pode também conter uma sequéncia de sinal ou outro polipéptido
possuindo um local de clivagem especifico no terminal N da
proteina madura ou do polipéptido de interesse. A sequéncia de
sinal heterdéloga seleccionada pode ser uma que € reconhecida e
processada (i.e., clivada por uma peptidase de sinal) pela
célula hospedeira. Na expressdo em células de mamifero, estéo
disponiveis sequéncias de sinal de mamifero assim como comandos
de secrecéao virais, por exemplo, o sinal gD de herpes simplex.
O ADN para esta regido precursora é ligado em enquadramento de
leitura a ADN que codifica o anticorpo.

Origem de replicacéo

Geralmente, nédo ¢é necessaria uma componente origem de
replicacédo para vectores de expressdo em mamifero. Por exemplo,
a origem de SV40 pode tipicamente ser utilizada apenas porque
contém o promotor precoce.
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Componente gene de seleccio

Os vectores de expressao e de clonagem podem conter um gene
de seleccédo, também denominado um marcador selecciondvel. Os
genes de seleccdo tipicos codificam proteinas que (a) conferem
resisténcia a antibiéticos ou outras toxinas, e.g., ampicilina,
neomicina, metotrexato ou tetraciclina, (b) complementam
deficiéncias auxotrdficas, quando relevante, ou (c) fornecem
nutrientes criticos nédo disponiveis a partir de meios complexos.

Um exemplo de um esquema de seleccdo utiliza um férmaco
para parar o crescimento de uma célula hospedeira. As células
que sdo transformadas com sucesso com um gene heterdlogo
produzem uma proteina que confere resisténcia ao fadrmaco e assim
sobrevivem ao regime de seleccdo. 0Os exemplos desta seleccéao
dominante utilizam os farmacos neomicina, &acido micofendlico e
higromicina.

Outro exemplo de marcadores selecciondveis adequados para
células de mamifero sé&o aqueles que permitem a identificacdo de
células competentes para captar o &cido nucleico do anticorpo,
tais como os genes de DHFR, timidina-quinase, metalotioneina-I
e -II, preferivelmente genes de metalotioneina de primata,

adenosina-desaminase, ornitina-descarboxilase, etc.

Por exemplo, em algumas concretizacdes, as células
transformadas com o gene de selecgcdo de DHFR sao primeiro
identificadas por cultura de todos os transformantes num meio
de cultura gque contém metotrexato (Mtx), um antagonista
competitivo de DHFR. Em algumas concretizacgdes, uma célula
hospedeira apropriada quando é€ empregue DHFR de tipo selvagem,
¢ a linha células de ovario de hamster chinés (CHO) deficiente

em actividade de DHFR (e.g., ATCC CRL-9096).

Alternativamente, as células hospedeiras (particularmente
hospedeiros de tipo selvagem que contém DHFR enddgeno)
transformadas ou co-transformadas com sequéncias de ADN que
codificam um anticorpo, proteina DHFR de tipo selvagem, e outro
marcador seleccionéavel tal como aminoglicdsido-3'-
fosfotransferase (APH), podem ser seleccionadas por crescimento
celular em meio contendo um agente de selecgdo para o marcador
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selecciondvel tal como um antibidético aminoglicosidico, e.g.,
canamicina, neomicina ou G418. Veja-se a Patente U.S. 4,965,199.

Componente promotor

Os vectores de expressdo e de clonagem usualmente contém
um promotor que € reconhecido pelo organismo hospedeiro e esté
operativamente ligado a 4acido nucleico que codifica um
polipéptido de interesse (e.g., um anticorpo). As sequéncias
promotoras sao conhecidas para o0s eucariotas. Por exemplo,
virtualmente todos o0s genes eucariotas possuem uma regido rica
em AT localizada aproximadamente 25 a 30 bases a montante do
local onde é iniciada a transcricgcdo. Outra sequéncia encontrada
70 a 80 bases a montante do inicio da transcricdo de muitos
genes €& uma regido CNCAAT onde N pode ser qualquer nucledtido.
Na extremidade 3' da maioria dos genes eucariotas estd uma
sequéncia AATARAA que pode ser o sinal para adigcdo da cauda
polipéptido A & extremidade 3' da sequéncia de codificacdo. Em
determinadas concretizagdes, qualquer uma, ou todas estas
sequéncias podem ser adequadamente inseridas em vectores de
expressao eucariotas.

A transcrigédo a partir de vectores em células hospedeiras
de mamifero é controlada, por exemplo, por promotores obtidos
a partir dos genomas de virus tais como o poliomavirus, o
poxvirus avicola, adenovirus (tais como Adenovirus 2),
papilomavirus bovino, sarcomavirus avicola, citomegalovirus, um
retrovirus, virus da hepatite-B e Virus Simio 40 (SvV40), de
promotores heterdlogos de mamifero, e.g., o promotor da actina
ou um promotor de imunoglobulina, de promotores de choque
térmico, desde gque estes promotores sejam compativeis com os
sistemas de células hospedeiras.

Os promotores precoce e tardio do wvirus SV40 séo
convenientemente obtidos na forma de um fragmento de restricao
de SV40 que também contém a origem de replicacédo viral de SV40.
O promotor ©precoce 1imediato do citomegalovirus humano é
convenientemente obtido na forma de um fragmento de restricéao
HindIII E. Um sistema para a expressao de ADN em hospedeiros de
mamifero utilizando o papilomavirus bovino como vector estéa
divulgado na Patente U.S. 4,419,446. Uma modificacado deste
sistema estéd descrita na Patente U.S. 4,601,978. Veja—-se também
Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982), que descrevem a
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expressao de ADNc de —interferdo humano em células de ratinho
sob o controlo de um promotor de timidina-quinase a partir do
virus herpes simplex. Alternativamente, a repeticdo terminal
longa do Virus do Sarcoma de Rous pode ser utilizada como
promotor.

Componente elemento potenciador

A transcricdo de ADN que codifica um anticorpo da presente
invengdo por eucariotas superiores é frequentemente aumentada
por insercdo de uma sequéncia potenciadora no vector. Muitas
sequéncias potenciadoras s&o hoje conhecidas de genes de
mamifero (globina, elastase, albumina, —-fetoproteina e
insulina) . Tipicamente, contudo, utilizar-se-& um potenciador
de um virus de células eucariotas. 0s exemplos incluem o
potenciador de SV40 do lado tardio da origem de replicacao (pb
100-270), o potenciador do promotor precoce de citomegalovirus,
o potenciador do polioma do lado tardio da origem de replicacéao
e potenciadores de adenovirus. Veja-se também Yaniv, Nature
297:17-18 (1982) que descrevem elementos potenciadores para a
activacao de promotores eucariotas. O potenciador pode ser unido
por splicing no vector numa posicdéo a 5' ou a 3' da sequéncia
que codifica do polipéptido de anticorpo, mas estd geralmente
localizada num local a 5' do promotor.

Componente terminacdo da transcricéo

Os vectores de expressao utilizados em células hospedeiras
eucariotas podem também conter sequéncias necessarias para a
terminacdo da transcricao e para estabilizacao do ARNm. Estas
sequéncias estdo normalmente disponiveis a partir das regides
nao traduzidas a 5' e, ocasionalmente a 3', de ADN ou ADNc
eucariotas ou virais. Estas regides contém segmentos de
nucledétidos transcritos na forma de fragmentos poliadenilados
na porgao nao traduzida do ARNm que codifica um anticorpo. Uma
componente terminacdo da transcrigcdo util é a regido de
poliadenilacdo da hormona de crescimento bovina. Veja-se
WO094/11026 e os vectores de expressdo ai divulgados.

Seleccdo e transformacdo de células hospedeiras

As células hospedeiras adequadas para clonagem ouU exXpressao
do ADN nos presentes vectores incluem células eucariotas
superiores aqui descritas, incluindo células hospedeiras de
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vertebrado. A propagacdo de células de vertebrado em cultura
(cultura de tecidos) tornou-se um procedimento de rotina. Os
exemplos de linhas de células hospedeiras de mamifero Gteis séao
a linha CVI de rim de macaco transformada com SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); a linha de rim embriondrio humano (células 293 ou
293 subclonadas para crescimento em cultura em suspensao, Graham
et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rim de hamster
bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovadrio de hamster chinés/-
DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216
(1980)); células de Sertoli de ratinho (TM4, Mather, Biol.
Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rim de macaco (CVI ATCC
CCL 70); células de rim de macaco verde africano (VERO-76, ATCC
CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL
2); células de rim canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de figado
de rato-bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmdo humano
(W 138, ATCC CCL 75); células de figado humano (Hep G2, HB
8065); tumor mamadrio de ratinho (MMT 060562, ATCC CCL51);
células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982)); células MRC 5; células FS4; e uma linha de hepatoma
humano (Hep G2).

As células hospedeiras sdo transformadas com o8 vectores
de expressao ou de clonagem acima descritos para a producgao de
anticorpo e cultivadas em meios nutrientes convencionais
modificados conforme apropriado para a indugcdo de promotores,
seleccdo de transformantes ou amplificacdo dos genes que
codificam as sequéncias desejadas.

Cultura das células hospedeiras

As células hospedeiras utilizadas para produzir um
anticorpo da presente invengdo podem ser cultivadas numa
variedade de meios. Meios comercialmente disponiveis tais como
meio F10 de Ham (Sigma), Meio Minimo Essencial ((MEM), (Sigma),
RPMI-1640 (Sigma) e Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
((DMEM), Sigma) s&o adequados para a cultura das células
hospedeiras. Em adicao, qualgquer dos meios descritos em Ham et
al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem.
102:255 (1980), Pat. U.S. 4,767,704; 4,657,866; 4,927,762;
4,560,655; ou 5,122,469; WO 90/03430; WO 87/00195; ou Patente
U.S. 30,985, pode ser utilizado como meio de cultura para as
células hospedeiras. Qualquer destes meios pode ser
suplementado conforme necessadrio com hormonas e/ou outros
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factores de crescimento (tais como insulina, transferrina ou
factor de crescimento epidérmico), sais (tais como cloreto e
fosfato de sédio, cédlcio, magnésio), tampdes (tais como HEPES),
nucledétidos (tais como adenosina e timidina), antibidéticos
(tais como o farmaco GENTAMYCIN™), elementos tracgo (definidos
como compostos inorganicos usualmente presentes em
concentracdes finais na gama micromolar), e glucose ou uma fonte
de energia equivalente. Quaisquer outros suplementos podem
também ser incluidos em concentracgdes apropriadas que serao
conhecidos dos peritos na especialidade. As condigdes de
cultura, tais como temperatura, e ©pH, sdo as previamente
utilizadas com a célula hospedeira seleccionada ©para a
expressao, e serdao evidentes para uma pessoa competente na

matéria.

Purificacdo de anticorpo

Quando se utilizam técnicas recombinantes, o anticorpo pode
ser produzido intracelularmente, ou ser segregado directamente
no meio. Se o anticorpo for produzido intracelularmente, como
primeiro passo, os detritos particulados, quer células
hospedeiras quer fragmentos lisados, podem ser removidos, por
exemplo, por centrifugacdo ou ultrafiltracéao. Quando o
anticorpo ¢é segregado para o meio, o0s sobrenadantes destes
sistemas de expressao podem ser primeiro concentrados
utilizando um filtro de concentracgao de proteinas
comercialmente disponivel, por exemplo, uma unidade de
ultrafiltragdo Amicon ou Millipore Pellicon. Pode ser incluido
um inibidor de protease tal como PMSF em qualgquer dos passos
anteriores para inibir a protedlise, e podem ser incluidos
antibidéticos para prevenir o crescimento de contaminantes
adventicios.

A composicdo de anticorpos preparada a partir das células
pode ser purificada utilizando, por exemplo, cromatografia em
hidroxilapatite, electroforese em gel, didlise e cromatografia
de afinidade, sendo a cromatografia de afinidade uma técnica
conveniente. A adequabilidade da proteina A como ligando de
afinidade depende das espécies e do isotipo de qualquer dominio
Fc de imunoglobulina que estd presente no anticorpo. A proteina
A pode ser utilizada para purificar anticorpos que sao baseados
em cadeias pesadas 1, 2 ou 4 humanas (Linéwamkl., J.
Immunol. Methods 62:1-13 (1983)). A proteina G é recomendada
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para todos os 1sotipos de ratinho e para 3 humana (Guset
al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). A matriz a qual o ligando de
afinidade estd ligado pode ser agarose, mas estdo disponiveis
outras matrizes. Matrizes mecanicamente estdveis tais como
vidro de poros controlados ou poli(estirenodivinil)benzeno
permitem caudais mais rédpidos e menores tempos de processamento
do gque O0s que se conseguem com agarose. Quando o anticorpo
compreende um dominio CH3, a resina Bakerbond ABX™ (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ) é util para a purificacdo. Outras técnicas
para a purificagdo de proteinas tais como o fraccionamento numa
coluna de permuta idénica, precipitacdo em etanol, HPLC de fase
inversa, cromatografia em silica, cromatografia em heparina
SEPHAROSE™ cromatografia numa resina de permuta anidnica ou
catidénica (tal como uma coluna de &cido poliaspéartico),
cromatofocagem, SDS-PAGE e precipitacdo com sulfato de amdénio,
estdo também disponiveis dependendo do anticorpo a recuperar.

Apds gqualguer passo ou passos preliminares de purificacéao,
a mistura compreendendo o anticorpo de interesse e contaminantes
pode ser submetida a purificacdo adicional, por exemplo, por
cromatografia de interaccdo hidréfoba a baixo pH utilizando um
tampdo de eluicdo a um pH entre cerca de 2,5-4,5,
preferivelmente realizada a baixas concentracgdes salinas (e.g.,
de cerca de 0-0,25M de sal).

Em geral, varias metodologias para a preparacdo de
anticorpos para utilizacdo em investigacgdo, testes e uso
clinico, estao bem estabelecidas na especialidade,
consistentemente com as metodologias acima descritas e/ou como
considerado apropriado por um perito na especialidade para um
anticorpo de interesse particular.

Imunoconjugados

A invencao também proporciona imunoconjugados
(indiferentemente referidos como "conjugados anticorpo—-fédrmaco"
ou "ADC") compreendendo anticorpos anti-STEAP-1 da invencao
conjugados com um ou mais agentes citotdxicos, tais como um
agente quimioterapéutico, um fadrmaco, um agente inibidor do
crescimento, uma toxina (e.g., uma toxina enzimaticamente
activa de origem bacteriana, fungica, vegetal ou animal, ou
seus fragmentos), ou um isdtopo radioactivo (i.e., um
radioconjugado) .
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Em determinadas concretizacdes, um imunoconjugado
compreende um anticorpo anti-STEAP-1 e um agente

gquimioterapéutico ou outra toxina. Agentes quimioterapéuticos
Uteis na geracdo de imunoconjugados estédo agqui descritos (e.qg.,
acima) . Toxinas enzimaticamente activas e seus fragmentos podem
também ser utilizados e estdo aqui descritos.

Em determinadas concretizacgdes, um imunoconjugado
compreende um anticorpo anti-STEAP-1 e uma ou mais toxinas de
molécula pequena, incluindo, mas n&o se lhes limitando, férmacos
de molécula pequena tais como uma caliqueamicina, um
maitansindide, uma dolastatina, uma auristatina, um tricoteceno
e CC1065, e os derivados destes farmacos que tém actividade
citotdxica. Os exemplos destes imunoconjugados sao discutidos
com mais detalhes adiante.

1. Imunoconjugados Exemplificativos

Um imunoconjugado (ou "conjugado anticorpo-farmaco"
("ADC")) da invencdo pode ter a férmula I, adiante, em que um
anticorpo anti-STEAP-1 estd conjugado (i.e., covalentemente
ligado) a uma ou mais porgdes de farmaco (D) através de um
ligante opcional (L).

Ab— (L-D)p Férmula I

Desse modo, o anticorpo anti-STEAP-1 pode ser conjugado
com o farmaco, directamente ou através de um ligante. Na
Férmula I, p € o numero médio de porgdes de férmaco por
anticorpo, que pode variar, e.g., de cerca de 1 a cerca de
20 porgdes de farmaco por anticorpo, e em determinadas
concretizagbes, de 1 a cerca de 8 porcgdes de farmaco por
anticorpo, e.g., de 1 a 4.

Ligantes Exemplificativos

Ligantes e porgdes de farmaco exemplificativos sao aqui
divulgados. Um ligante pode compreender uma ou mais componentes
ligantes. As componentes ligantes exemplificativas incluem 6-

maleimidocaproilo ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), wvalina-
citrulina ("val-cit"™ ou "vc"), alanina-fenilalanina ("ala-
phe"), p-aminobenziloxicarbonilo (um "PAB"), N-Succinimidil-4-

(2-piridiltio)pentanocato ("spp"), N-Succinimidil-4- (N-
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maleimidometil)ciclo—-hexano-1l-carboxilato ("sMmcecmy, N-—
Succinimidil- (4-iodoacetil)aminobenzoato ("SIAB"), e etilenoxi
-CH2CH20- na forma de uma ou mais unidades repetidas ("EO" ou
"PEO"). S&oc conhecidas na especialidade varias componentes

ligantes, algumas das quails sdo descritas adiante.

Um ligante pode ser um "ligante clivavel", que facilita a
libertacdo de um fédrmaco na célula. Por exemplo, pode ser
utilizado um ligante 14bil aos &cidos (e.g., hidrazona), um
ligante sensivel a proteases (e.g., sensivel a peptidase), um
ligante fotolédbil, 1ligante de dimetilo ou ligante contendo
dissulfureto (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992);
Patente U.S. 5,208,020).

Numa concretizagdo, o ligante L de um ADC possui a férmula:

em que:

e A- é uma unidade Extensora covalentemente ligada a um tiol

z

de cisteina do anticorpo (Ab); a é 0 ou 1;
e cada -W- é independentemente uma unidade Aminodcido;
e w é independentemente um nUmero inteiro que varia de 0 a 12;

e Y- & uma unidade Espacadora covalentemente ligada a porcgdao
de farmaco; e

e v & 0, 1 ou 2.

Unidade Extensora

A unidade Extensora (-A-), gquando presente, ¢é capaz de
ligar uma unidade anticorpo a uma unidade aminodcido (-W-). A
este respeito um anticorpo (Ab) possui um grupo tiol de cisteina
livre que pode formar uma 1ligacdo com um grupo funcional
electréfilo de wuma Unidade Extensora. Unidades Extensoras
exemplificativas em conjugados de Férmula I estdo representadas
pelas Férmulas II e III, em que Ab-, -W-, -Y-, -D, w e y séo
como definido acima, e R'7 &€ um radical bivalente seleccionado

entre (CHz)., carbociclilo CCs3-Cs, 0-(CH2)., arileno, (CH2) +—
arileno, —arileno—- (CHz) .—, (CH2) r— (carbociclilo C3:—Csg),
(carbociclilo C3z—Cs) - (CH2) , heterociclilo C3—Cs, (CHz) +—
(heterociclilo Cs—Cs), — (heterociclilo C3—Cg) — (CHz) r—, -

(CH2) -C (O) NR® (CHz) +r—, - (CH2CH20) »—, — (CH2CH20) »r—CHz—
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, - (CHz) +C (O) NR? (CH2CH20) r—, - (CHz) +C (O) NR® (CH2CH20) »—CHz—
,  — (CH2CH20) :C (O) NR® (CH2CH20) r—, — (CH2CH20) C (O) NR® (CH2CH20) r—CHz—
e - (CH2CH20) (C(O)NRP(CHz) r—; onde RP & H, alquilo Ci-Cs, fenilo,
ou benzilo; e r é independentemente um numero inteiro que varia
de 1-10.

Arileno inclui radicais hidrocarbonetos aromédticos
bivalentes de 6-20 adtomos de carbono derivados pela remocgdo de
dois &tomos de hidrogénio do sistema de anel aromdtico. Os
grupos arileno tipicos incluem, mas nao se lhes limitando,
radicais derivados de benzeno, benzeno substituido, naftaleno,
antraceno e bifenilo.

Os grupos heterociclilo incluem um sistema de anel em que
um ou mais dtomos no anel sdo heteroatomos, e.g. azoto, oxigénio
e enxofre. O radical heterociclo compreende 1 a 20 &tomos de
carbono e 1 a 3 heterodtomos seleccionados entre N, 0O, P e S.
Um heterociclo pode ser um monociclo possuindo 3 a 7 membros no
anel (2 a 6 a&tomos de carbono e 1 a 3 heterodtomos seleccionados
entre N, O, P e S) ou um biciclo possuindo 7 a 10 membros no
anel (4 a 9 dtomos de carbono e 1 a 3 heterodtomos seleccionados
entre N, O, P e S), por exemplo: um sistema biciclo [4,5],
[5,5], [5,6] ou [6,6]. Sao descritos heterociclos em Paquette,
Leo A.; "Principles of Modern Heterocyclic Chemistry" (W.A.
Benjamin, New York, 1968), particularmente nos Capitulos 1, 3,
4, 6, 7 e 9; - "The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A
series of Monographs" (John Wiley & Sons, New York, 1950 até ao
presente), em particular nos Volumes 13, 14, 16, 19 e 28; e J.
Am. Chem. Soc. (1960) 82:5566.

Os exemplos de heterociclos incluem, a titulo de exemplo
e nao como limitagdo, piridilo, di-hidropiridilo, tetra-
hidropiridilo (piperidilo), tiazolilo, tetra-hidrotiofenilo,
tetra-hidrotiofenilo oxidado com enxofre, pirimidinilo,
furanilo, tienilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo,
indolenilo, gquinolinilo, isoquinolinilo, benzimidazolilo,
piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, Z2-pirrolidonilo,

pirrolinilo, tetra-hidrofuranilo, bis-tetra-hidrofuranilo,
tetra-hidropiranilo, bis-tetra-hidropiranilo, tetra-hidro-
quinolinilo, tetra-hidro-isoquinolinilo, deca-hidro-

quinolinilo, octa-hidro-isoquinolinilo, azocinilo, triazinilo,
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6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H, 6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo,
fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
pirazinilo, piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-
indolilo, l1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo,
ftalazinilo, naftiridinilo, guinoxalinilo, quinazolinilo,

cinolinilo, pteridinilo, 4Ah-carbazolilo, carbazolilo,

carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo, pirimidinilo,
fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, furazanilo,
fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,

imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo,
indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo,
oxazolidinilo, benzotriazolilo, benzisoxazolilo, oxindolilo,

benzoxazolinilo e isatinoilo.

Os grupos carbociclilo incluem um anel saturado ou
insaturado possuindo 3 a 7 4tomos de carbono na forma de um
monociclo ou 7 a 12 &tomos de carbono na forma de um biciclo.
Os carbociclos monociclicos possuem 3 a 6 &tomos no anel, ainda
mais tipicamente 5 ou 6 &tomos no anel. O0Os carbociclos
biciclicos possuem 7 a 12 &tomos no anel, e.g. dispostos na
forma de um sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6] ou [6,6], ou 9
ou 10 4&tomos no anel dispostos na forma de um sistema biciclo
[5,6] ou [6,6]. Os exemplos de carbociclos monociclicos incluem
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, 1l-ciclopent-l-enilo,
l-ciclopent-2-enilo, l-ciclopent-3-enilo, ciclo-hexilo, 1-
ciclo-hex-1l-enilo, l-ciclo-hex—-2-enilo, l-ciclo-hex-3-enilo,
ciclo-heptilo e ciclo-octilo.

Deve entender-se de todas as concretizacdes
exemplificativas de ADC de férmula I tais como II-VI, gue mesmo
quando ndo explicitamente representado, 1 a 4 porgdes de farmaco
estdo ligadas a um anticorpo (p = 1-4), dependendo do nUmero de

residuos de cisteina manipulados.

o)
Ab—S N—R'7-C(0)—W,,~—Y,-D

0
. I

Ab-S- (CH,-CONH-R!-C (O) -W,~Y,-D) III
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Uma unidade Extensora de Fdérmula II ilustrativa é derivada
de maleimidocaproilo (MC) em que R17 & —(CHz)s—:

Ty

Uma unidade Extensora de fdérmula II ilustrativa é derivada
de maleimidopropanoilo (MP) em que R7 & - (CHz).—:

pea

Outra unidade Extensora de férmula II ilustrativa em que
R17 & —(CH2CH20)—CHy— e r é 2:

MP

O
% N’f\\’/O\“’/N\O 1HL
O T

Outra unidade Extensora de férmula II ilustrativa em que
R'7 & - (CH2) :C (O) NRP (CH2CH20) -—CH2— onde R® é H e cada r & 2:

y O
§‘|:((N/\)\r,~l/\/o\/\o/\n/%
H
o ° MPEG

Uma unidade Extensora de férmula III ilustrativa em que R/
€ —(CHz)s—:

7 \)OL,T,/\/\/\“/H”,

Em outra concretizacdo, a unidade Extensora estd ligada ao
anti-anticorpo manipulado com cisteina através de uma ligacgédo
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dissulfureto entre o &dtomo de enxofre da cisteina manipulada do
anticorpo e um &atomo de enxofre da unidade Extensora. Uma
unidade Extensora representativa desta concretizacdo esté
representada pela Férmula IV, em que R17, Ab-, -W-, -Y-, -D, w
e y sdo como definido acima.

Ab+s{fs—R1?~C(0}—ww—vy—D )
P v

Em ainda outra concretizacdo, o grupo reactivo do Extensor
contém um grupo funcional reactivo com tiol que pode formar uma
ligagdo com um tiol livre de cisteina de um anticorpo. Os
exemplos de grupos funcionais reactivos com tiol incluem, mas
nao se lhes limitando, maleimida, -halogenoacetilo, ésteres
activados tais como ésteres de succinimida, ésteres de 4-
nitrofenilo, ésteres de pentafluorofenilo, ésteres de
tetrafluorofenilo, anidridos, cloretos &cidos, cloretos de
sulfonilo, isocianatos e isotiocianatos. As unidades Extensoras
representativas desta concretizacdo estdo representadas pelas
Férmulas Va e Vb, em que -R!'’-, Ab-, -W-, -Y-, -D, w e y séo
como definido acima;

Ab—S—C(OINH—R7—C{O)—W,,—Y,— D
P Va

Ab— S—C{SINH—R7—C(O)—W,,~~¥,— D
P Vh

Em outra concretizacdo, o ligante pode ser um ligante do
tipo dendritico para fixacd&o covalente de mais do que uma porcgao
de farmaco através de uma porcdo ligante multifuncional
ramificadora, a um anticorpo (Sun et al. (2002) Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters 12:2213-2215; Sun et al. (2003)
Bioorganic & Medicinal Chemistry 11:1761-1768; King (2002)
Tetrahedron Letters 43:1987-1990). Os ligantes dendriticos
podem aumentar a razdo molar de farmaco para anticorpo, i.e. a
carga, que estd relacionada com a poténcia do ADC. Assim, quando
um anticorpo manipulado com cisteina € portador apenas de um
grupo tiol de cisteina reactivo, podem ser ligados uma
pluralidade de porgdes de farmacos através de um ligante
dendritico.
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Unidade aminodcido

O 1ligante pode compreender residuos de aminodcido. A
unidade Aminoacido (-Wy—), guando presente, liga o anticorpo
(Ab) a porcédo de féarmaco (D) do conjugado anticorpo manipulado
com cisteina-fdrmaco (ADC) da invencéo.

~Wy— é uma unidade dipeptidica, tripeptidica,
tetrapeptidica, pentapeptidica, hexapeptidica, heptapeptidica,
octapeptidica, nonapeptidica, decapeptidica, undecapeptidica ou
dodecapeptidica. 0Os residuos de aminodcido qgue constituem a
unidade Aminodcido incluem os de ocorréncia natural, assim como
aminodcidos menores e andlogos de aminodcido gque nao de
ocorréncia natural, tais como citrulina. Cada unidade -W- possui
independentemente a férmula representada adiante entre
paréntesis rectos, e w € um numero inteiro que varia de 0 a 12:

O
H
MN
R19
w

em que R!?® é hidrogénio, metilo, isopropilo, isobutilo,

sec-butilo, benzilo, p-hidroxibenzilo, —-CH,0H, -
CH (OH) CH3, —-CH,CH,SCHs, —CH,CONHz, —-CH,COOH, -CH2,CH2CONHz, -
CH,CH:,COOH, — (CHz) 3NHC (=NH) NHz, — (CHz) 3NH2, — (CH2) sNHCOCHs, -
(CHz) sNHCHO, — (CHz) 4NHC (=NH) NH3, — (CHz) 4NH>, - (CH2) 4sNHCOCHz3;, -
(CH2) saNHCHO, - (CHz)3NHCONHz, - (CHz)4NHCONH,, -CH>CHCH (OH)CHzNH>,

2-piridilmetil-, 3-piridilmetil-, 4-piridilmetil-, fenilo,
ciclo-hexilo,

%’\/O .x/\/goﬁ E’\/O/Q

ocllco Tl

& . i
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Quando R!? é outro que ndo hidrogénio, o &tomo de carbono
ao qual R!? estd ligado é quiral. Cada &tomo de carbono a que
R1°? estd ligado estd independentemente na configuracdo (S) ou
(R), ou numa mistura racémica. As unidades Aminodcido podem
assim ser enantiomericamente puras, racémicas ou
diastereoméricas.

As unidades Aminoédcido -Wy— exemplificativas incluem um
dipéptido, um tripéptido, um tetrapéptido ou um pentapéptido.
Os dipéptidos exemplificativos incluem: valina-citrulina (vc ou
val-cit), alanina-fenilalanina (af ou ala-phe). Os tripéptidos
exemplificativos incluem: glicina-valina-citrulina (gly-val-
cit) e glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Os residuos de
aminodcido que constituem uma componente ligante de aminodcido
incluem os de ocorréncia natural, assim como aminodcidos menores
e andlogos de aminoadcido que né&o de ocorréncia natural, tais
como citrulina.

A unidade Aminoacido pode ser clivada enzimaticamente por
uma ou mais enzimas, incluindo uma protease associada a tumores,
para libertar a porgdo de Farmaco (-D), que, numa concretizacdao,
é protonada in vivo apds libertagdo para proporcionar um Farmaco
(D) . As componentes ligantes de aminodcido podem ser desenhadas
e optimizadas na sua selectividade para clivagem enzimatica por
uma enzima particular, por exemplo, uma protease associada a
tumores, catepsina B, C e D, ou uma plasmina-protease.

Unidade Espacadora

A unidade Espacgadora (-Yy—), guando presente (y = 1 ou 2),
liga uma unidade Aminoacido (-Wy—) a porcédo de farmaco (D) guando
uma unidade Aminodcido esté presente (w = 1-12).
Alternativamente, a unidade Espacadora liga a unidade Extensora
a porgdo de Farmaco quando a unidade Aminodcido estd ausente.
A unidade Espacadora também liga a porcdo de farmaco a unidade
anticorpo quando estdo ausentes tanto a unidade Aminoacido como
a unidade Extensora (w, y = 0). As unidades Espacadoras sao de
dois tipos genéricos: auto-imolativas e né&o auto-imolativas.
Uma unidade Espacadora ndo auto-imolativa € uma em que parte ou
a totalidade da unidade Espacadora permanece ligada a porgdo de
Farmaco apd6és clivagem, particularmente enzimdtica, de uma
unidade Aminodcido do conjugado anticorpo-farmaco ou da porgéo
de Farmaco-Ligante. Quando um ADC contendo uma unidade
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Espacadora glicina-glicina ou uma unidade Espacadora glicina
sofre clivagem enzimdtica através de uma protease associada a
células tumorais, uma protease associada a células cancerosas
ou uma protease associada a linfdcitos, uma glicina-glicina-
porcédo de FaArmaco ou uma glicina-porcdo de Farmaco é clivada de
Ab-A,-W,—. Numa concretizagdo, ocorre uma reaccdo de hidrdélise
independente no interior da célula alvo, clivando a 1ligacgéo
glicina-porcdo de Farmaco e libertando o Farmaco.

Em outra concretizacao, -Yy— é uma unidade
p—aminobenzilcarbamoilo (PAB) cuja porcdo fenileno esté
substituida com Qn em que Q é -alquilo C1-Cs, —-O-(alquilo C:-Cs),
-halogéneo, -nitro ou —-ciano; e m é um numero inteiro que varia
de 0-4.

As concretizacgdes exemplificativas de uma unidade
Espacadora nado auto-imolativa (-Y-) sao: -Gly-Gly- ; -Gly-
; —Ala-Phe- ; -Val-Cit-.

Numa concretizacgdo, é proporcionado uma porcdo de Farmaco-
ligante ou um ADC em gue a unidade Espacadora estd ausente
(y=0), ou um seu sal ou solvato farmaceuticamente aceitéaveis.

Alternativamente, um ADC contendo uma unidade Espacadora
auto-imolativa pode libertar -D. Numa concretizacgdo, -Y- é um
grupo PAB que estd ligado a -W,— através do atomo de azoto do
amino do grupo PAB, e ligado directamente a -D através de um
grupo carbonato, carbamato ou éter, em que o ADC possul a

estrutura exemplificativa:

Qrm
=
Ab Aa-Ww—NH-@—\
Oﬁ——D
0

p

em que Q € —-alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), —-halogéneo, -nitro
ou —ciano; m € um numero inteiro que varia de 0-4; e p varia de
1 a 4.

Outros exemplos de espacadores auto-imolativos incluem,
mas nao se lhes limitando, compostos aromaticos que séao
electronicamente similares ao grupo PAB tal como derivados de
2—-aminoimidazol-5-metanol (Hay et al. (1999) Bioorg. Med. Chem.
Lett. 9:2237), andlogos de PAB heterociclicos
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(US 2005/0256030), beta-glucuronida (WO 2007/011968), e orto-
ou para-aminobenzilacetais. Podem ser utilizados espacgadores
que sofrem ciclizacdo apds hidrdlise da ligacdo amida, tais
como amidas de &cido 4-aminobutirico substituidas e néo
substituidas (Rodrigues et al. (1995) Chemistry Biology 2:223),
sistemas de anel biciclo[2.2.1] e biciclo[2.2.2]
apropriadamente substituidos (Storm et al. (1972) J. Amer. Chem.
Soc. 94:5815) e amidas de 4cido 2-aminofenilpropidnico
(Amsberry, et al. (1990) J. Org. Chem. 55:5867). A eliminacéo
de farmacos contendo amino que estdo substituidos na glicina
(Kingsbury et al. (1984) J. Med. Chem. 27:1447) s&o também
exemplos de espacgadores auto-imolativos Uteis nos ADC.

As unidades Espacadoras exemplificativas (-Yy—) sao
representadas pelas Férmulas X-XII:

i
\]@\,o\n/”’a
o X
§ —HN—CH,—CO—} -
i—NHCHEC(D}NHéHQC(O)— E ‘o

Ligantes dendriticos

Em outra concretizacdo, o ligante L pode ser um ligante do
tipo dendritico para fixacdo covalente de mais do que uma porcgao
de féarmaco através de uma porcdo ligante multifuncional
ramificadora, a um anticorpo (Sun et al. (2002) Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters 12:2213-2215; Sun et al. (2003)
Bioorganic & Medicinal Chemistry 11:1761-1768). 0Os 1ligantes
dendriticos podem aumentar a razdo molar de farmaco para
anticorpo, i.e. a carga, que estd relacionada com a poténcia do
ADC. Assim, gquando um anticorpo manipulado com cisteina ¢é
portador apenas de um grupo tiol de cisteina reactivo, podem
ser ligadas uma pluralidade de porgdes de farmaco através de um
ligante dendritico. As concretizagdes exemplificativas de
ligantes dendriticos ramificados incluem unidades de dendrimero
2,6-bis(hidroximetil) -p-cresol e 2,4,6-tris (hidroximetil) fenol
(WO 2004/01993; Szalai et al. (2003) J. Amer. Chem. Soc.
125:15688-15689; Shamis et al. (2004) J. Amer. Chem. Soc.
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126:1726-1731; Amir et al. (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42:4494-
4499) .

Numa concretizacao, a unidade Espacadora é um
bis(hidroximetil)estireno (BHMS) ramificado, dque pode ser
utilizado para incorporar e libertar maltiplos farmacos,
possuindo a estrutura:

O
CHEOC
ol TN~
Ab4<Aa W, NH‘O—ACHQ
P
compreendendo uma unidade de dendrimero 2—(4-

aminobenzilideno)propano-1,3-diol (WO 2004/043493; de Groot et
al. (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42:4490-4494), em que Q
¢ -alquilo C;-Cs, -0O-(algquilo C:-Cs), -halogéneo, -nitro
ou —-ciano; m € um numero inteiro que varia de 0-4; n &€ 0 ou 1;

e p varia de 1 a 4.

As concretizacdes exemplificativas dos compostos
conjugados anticorpo-farmaco de Fdérmula I incluem XIIIa (MC),
XIIIb (val-cit), XIIIc (MC-val-cit), e XIIId (MC-val-cit-PAB):

H O
Ah—s~(~ Aa—'.*'IWT N\s)LYy_D)
| Hoo G p

O
O
N oA
Ab—S D H
0 P NH,
XlIIa XIIlIb
H (o]
\/\/\)L NJ—Y,-D
H O
SO
HN

NH; XIlIe
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MN
NH; XIiid
Outras concretizacbes exemplificativas dos compostos

conjugados anticorpo-farmaco d

e Férmula Ia incluem XIVa-e:

O .
Q
N—X—C—D
Ab—S
o P XIVa
i
Ab—$——CH,C—Y—C—D

I
Abwséc:Hzc—D

; 0
TR |
Ab—S CHZC—N—“(: :}—

onde X é:

o
T
—CHEO—c—qJ—(CHan—

R

d_{{ﬁﬁ;mHﬂf——

—(CHz) n— - (CHzC

14

ou R

p XIVb
X1Ve
0
il
Cc—D
p XIvd
O
{l
C+D
P X1Ve

H2O) n—

—7

_{CHZ)n_C_l}I_(CHEJn_
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Y é:

R =
\ 7/ —N—={CH)~
ou '

e R é independentemente H ou alguilo Ci1-Cs; e n & 1 a 12.

Em outra concretizacdo, um Ligante possui um grupo
funcional reactivo que possui um grupo nucledéfilo que é reactivo
com um grupo electréfilo presente num anticorpo. 0Os grupos
electré6filos Uteis num anticorpo incluem, mas ndo se lhes
limitando, grupos carbonilo de aldeidos e cetonas. O heterocdtomo
de um grupo nucledéfilo de um Ligante pode reagir com um grupo
electré6filo num anticorpo e formar uma ligacdo covalente com
uma unidade de anticorpo. Os grupos nucledéfilos uteis num
Ligante incluem, mas nado se lhes limitando, hidrazida, oxima,
amino, hidrazina, tio-semicarbazona, hidrazinocarboxilato e
aril-hidrazida. O grupo electréfilo num anticorpo proporciona
um local conveniente para fixacdo a um Ligante.

Tipicamente, Ligantes do tipo ©peptidico podem ser
preparados por formacdo de uma ligagdo peptidica entre dois ou
mais amincdcidos e/ou fragmentos peptidicos. Estas ligacdes
peptidicas podem ser preparadas, por exemplo, de acordo com O
método de sintese em fase liquida (E. Schrdder e K. Liibke (1965)
"The Peptides"™, volume 1, pp 76-136, Academic Press) gque € bem
conhecido no campo da quimica dos péptidos. Os intermedidrios
dos Ligantes podem ser montados com qualquer combinacgdo ou
sequéncia de reaccoes incluindo unidades Espacadoras,
Extensoras e de Aminocacidos. As unidades Espacadora, Extensora
e de Aminoé4cidos podem empregar grupos reactivos funcionais que
sdo de natureza electrdfila, nucledfila ou de radical livre. Os
grupos funcionais reactivos incluem, mas nado se lhes limitando,
carboxilos, hidroxilos, para-nitrofenilcarbonato,
isotiocianato e grupos rejeitados, tais como O-mesilo, O-
tosilo, -Cl, -Br, —-I; ou maleimida.

Em outra concretizacdo, o Ligante pode estar substituido
com grupos gque modulam a solubilidade ou a reactividade. Por
exemplo, um substituinte carregado tal como sulfonato (-S037)
ou amdénio, pode aumentar a solubilidade em &dgua do reagente e
facilitar a reaccdo de acoplamento do reagente ligante com o
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anticorpo ou a porgdo de farmaco, ou facilitar a reaccdo de
acoplamento de Ab-L (intermedidrio anticorpo-ligante) com D, ou
D-L (intermedidrio farmaco-ligante) com Ab, dependendo da via
sintética empregue para preparar o ADC.

Porcdes de fadrmaco exemplificativas

Maitansina e maitansindides

Em algumas concretizac¢des, um imunoconjugado compreende um
anticorpo da invencdo conjugado com uma ou mais moléculas de
maitansindéide. Os maitansindides sé&o inibidores mitdéticos que
actuam por inibicdo da polimerizacdo da tubulina. A maitansina
foi isolada pela primeira vez a partir do arbusto da Africa
oriental Maytenus serrata (Patente U.S. 3896111) .
Subsequentemente, verificou-se que certos micrdébios também
produzem maitansindides, tais como maitansinol e ésteres de
maitansinol C-3 (Patente U.S. 4,151,042). Maitansinol sintético
e seus derivados e andlogos estdo divulgados, por exemplo, nas
Patentes U.S. 4,137,230; 4,248,870; 4,256,746; 4,260,608;
4,265,814; 4,294,757; 4,307,016; 4,308,268; 4,308,269;
4,309,428; 4,313,946; 4,315,929; 4,317,821; 4,322,348;
4,331,598; 4,361,650; 4,364,866; 4,424,219; 4,450,254;
4,362,663; e 4,371,533.

As porgdes de farmaco maitansindide sé&o porgdes de farmaco
atractivas em conjugados anticorpo-farmaco porque sao: (i) de
preparacgao relativamente acessivel por fermentacao ou
modificacgéo quimica ou derivatizacao de produtos de
fermentacdo, (ii) susceptiveis de derivatizacdo com grupos
funcionais adequados para conjugacdo através de ligantes que
ndo dissulfureto a anticorpos, (iii) estédveis no plasma, e (iv)
eficazes contra uma variedade de linhas celulares tumorais.

Os compostos de maitansina adequados para utilizacdao como
porcdes de farmaco maitansindéide sdo bem conhecidos na
especialidade e podem ser isolados a partir de fontes naturais
de acordo com métodos conhecidos ou produzidos utilizando
técnicas de engenharia genética (veja-se Yu et al. (2002) PNAS
99:7968-7973). O maitansinol e andlogos de maitansinol podem
também ser preparados sinteticamente de acordo com métodos
conhecidos.
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As concretizacdes exemplificativas de porgdes de farmaco
maitansinéide incluem: DM1; DM3; e DM4, como aqui divulgado.

Auristatinas e dolastatinas

Em algumas concretizac¢des, um imunoconjugado compreende um
anticorpo da invencdo conjugado com dolastatina ou um andlogo
peptidico ou um derivado de dolastatina, e.g., uma auristatina
(Pat. US 5635483; 5780588). Mostrou-se que as dolastatinas e as
auristatinas interferem com a dindmica dos microtubulos, a
hidrdélise de GTP e a divisdo nuclear e celular (Woyke et al.
(2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) e
possuem actividade anticancerosa (Pat. Us 5663149)
antifingica (Pettit et al. (1998) Antimicrob. Agents Chemother.
42:2961-2965). A porgdo de farmaco de dolastatina ou de
auristatina pode ser ligada ao anticorpo através do terminal N
(amino) ou do terminal C (carboxilo) da porcdo de féarmaco
peptidico (WO 02/088172).

As concretizacbes exemplificativas de auristatina incluem
as porgcbes de farmaco de monometilauristatina ligadas no
terminal N, DE e DF, divulgadas em Senter et al., Proceedings
of the American Association for Cancer Research, Volume 45,
Abstract Number 623, apresentado em 28 de Marco, 2004.

Uma porcdo de farmaco peptidico pode ser seleccionada entre
as Férmulas D e Dr adiante:

R3 0 R? CHa F|<9
fixN H~7</lxwzi\j//“xH/N N%Rw
I |
RS Re o] R8 o]

rR? o R* R® D:
R o) R CHs F|<9 0
f'?\ Hﬁ(u\N/K/\H/N N\]\)‘\Z/R”
N
. ) |
R2 o R*R* R RE O RE O o
R D,

em gue a linha ondulada de Dg e Dr indica o local de fixacgao
covalente a um anticorpo ou componente anticorpo-ligante, e
independentemente em cada localizacéo:

R? é seleccionado entre H e alquilo Ci1—Cs;
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R3 é seleccionado entre H, alquilo Ci1—-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo,
alquil Ci1-Cs—arilo, algquil Ci-Ce—(carbociclo C3-Cg), heterociclo
C3—Cs e alquil Ci1-Cs— (heterociclo Cz—Cs);

R% & seleccionado entre H, alquilo Ci1—-Cs, carbociclo C3—Cs, arilo,
alquil Ci;-Cs—arilo, alguil Ci1-Cs- (carbociclo Cz—-Cg), heterociclo
C3—Cs e alquil Ci1-Cs— (heterociclo Cz—Cs);

R5 & seleccionado entre H e metilo;

ou R* e R> formam conjuntamente um anel carbociclico e possuem
a férmula - (CR2RP),— em que R2 e RP sdo0 independentemente
seleccionados entre H, alquilo Ci-Cs e carbociclo C3-Cs e n é
seleccionado entre 2, 3, 4, 5 e 6;

R & seleccionado entre H e algquilo Ci1-Cs;

R7 é seleccionado entre H, alquilo C1-Cg, carbociclo C3-Cs, arilo,
alquil Ci1-Cs—-arilo, algquil Ci1-Cs—(carbociclo Cz-Csg), heterociclo
C3—Cs e algquil Ci1-Cs— (heterociclo C3—Cs);

Cada R® é independentemente seleccionado entre H, OH, algquilo Ci-
Ce, carbociclo C3-Cs e O-(alquilo Ci1-Csg);

R? é seleccionado entre H e alquilo Ci1—Cs;
R10 & seleccionado entre arilo ou heterociclo Cs3—Cs;
Z & 0, S, NH ou NR!}?, em gque R!2 é alquilo C;-Cs;

Rl & seleccionado entre H, alquilo C1-Czo, arilo, heterociclo Cz—
Cg, —(RY¥0)n—R' ou - (R'O)n—CH(R')2;

m € um numero inteiro que varia de 1-1000;
R13 & alquilo Cz-Cs;
R4 & H ou alquilo Ci1-Cs;

cada ocorréncia de R15 é independentemente H,
COOH, - (CH2)n-N(R'%),, —(CH2)n—S03H ou - (CHz)n,—-SOz—alquilo Ci1-Cs;

cada ocorréncia de R!® é independentemente H, algquilo C1-Cs ou -
(CHz) n—COOH;

R1®8 & seleccionado entre -C(R®);—-C(R®)z—arilo, -C(R8),—C(R®) -
(heterociclo C3—Cs) e —-C(R®)2-C(R®)2— (carbociclo C3-Csg); e

n é um numero inteiro que varia de 0 a 6.

Numa concretizacdo, R3, R? e R’ sdo independentemente
isopropilo ou sec-butilo e R> é -H ou metilo. Numa concretizacéo
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exemplificativa, R® e R%* sdo, cada um, isopropilo, R> é -H, e R’
& sec-butilo.

Em ainda outra concretizacdo, R? e R® sdo, cada um, metilo
e R? & —-H.

Em ainda outra concretizacédo, cada ocorréncia de R® é —-0OCHs.

Numa concretizacdo exemplificativa, R® e R? sdo, cada um,
isopropilo, R? e R® sdo, cada um, metilo, R® & -H, R’ é& sec—
butilo, cada ocorréncia de R® & -0OCH:, e R? & -H.

Numa concretizacdo, Z é& -0- ou —-NH-.

Numa concretizacdo, RI? & arilo.

Numa concretizagdo exemplificativa, R!® & —-fenilo.

Numa concretizacdo exemplificativa, quando Z é -0-, Rl é
-H, metilo ou t-butilo.

Numa concretizacgdo, quando Z é —-NH, R!' & —-CH(R'%),, em que
R15> é - (CH2)n—N(R!%); e R1® & —-alquilo C1—-Cs ou - (CHz),—COOH.

Em outra concretizacgdo, quando Z & -NH, R!! & -CH(R!®);, em
que R1® & —(CHz),—SO3H.

Uma concretizagdao exemplificativa da auristatina de
férmula D é MMAE, em que a linha ondulada indica a fixacgéo
covalente a um ligante (L) de um conjugado anticorpo-férmaco:

Uma concretizagdao exemplificativa de auristatina de
férmula Dr é MMAF, em que a linha ondulada indica a fixacéao
covalente a um ligante (L) de um conjugado anticorpo-féarmaco
(veja-se US 2005/0238649 e Doronina et al. (2006) Bioconjugate
Chem. 17:114-124) :
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Outras porgdes de fadrmaco incluem os seguintes derivados

MMAF

de MMAF, em que a linha ondulada indica a fixagao covalente a
um ligante (L) de um conjugado anticorpo-farmaco:
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Num aspecto, grupos hidrdéfilos incluindo, mas ndo se lhes
limitando, os ésteres de trietilenoglicol (TEG), como mostrado
acima, podem ser ligados a porcdo de fadrmaco em R!!. Sem ligacgéo
a qualquer teoria em particular, os grupos hidréfilos ajudam na
internalizacdo e ndo aglomeracdo da porcdo de farmaco.

Concretizacdes exemplificativas de ADC de férmula I
compreendendo uma auristatina/dolastatina ou um seu derivado,
estdo descritas em US 2005-0238649 Al e Doronina et al. (2006)
Bioconjugate Chem. 17:114-124.

Concretizacgbdes exemplificativas de ADC de férmula I
compreendendo MMAE ou MMAF e varias componentes ligantes possuem
as seguintes estruturas e abreviaturas (em gque "Ab" & um
anticorpo; p é 1 a cerca de 8, "Val-Cit" & um dipéptido valina-
citrulina; e "S" €& um Adtomo de enxofre:

Ab-§ o 0 i o t[;:;z; H
\Kg“ww\/?\vm-{:it—u’op&w;qg /ﬁ\ﬁl O %Zm )p

Ah-MC-ve-PAB-MMAF
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As concretizacdes exemplificativas de ADC de férmula I
compreendendo MMAF e varias componentes ligantes 1incluem
adicionalmente Ab-MC-PAB-MMAF e Ab-PAB-MMAF. E interessante o
facto de se ter mostrado gque imunoconjugados compreendendo MMAF
ligado a um anticorpo através de um ligante que né&o &
proteoliticamente clivavel, possuem actividade compardvel com
imunoconjugados compreendendo MMAF ligado a um anticorpo
através de um ligante proteoliticamente clivavel. Veja-se,
Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124. Nestes
casos, cré-se que a libertacdo do féarmaco ¢é efectuada por
degradacdo do anticorpo na célula. Id.

Tipicamente, porcgdes de fadrmaco a base de péptidos podem
ser preparadas formando uma ligacdo peptidica entre dois ou
mais aminodcidos e/ou fragmentos peptidicos. Estas 1ligacgdes
peptidicas podem ser preparadas, por exemplo, de acordo com O
método de sintese em fase liquida (veja-se E. Schrdder e K.
Liibke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic
Press) que é bem conhecido no campo da guimica dos péptidos. As
porcbes de farmaco de auristatina/dolastatina podem ser
preparadas de acordo com os métodos de: US 2005-0238649 Al;
Pat. US 5635483; Pat. US 5780588; Pettit et al. (1989) J. Am.
Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit et al. (1998) Anti-Cancer Drug
Design 13:243-277; Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-
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725; Pettit et al. (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 15:859-
863; e Doronina (2003) Nat. Biotechnol. 21 (7):778-784.

Em particular, as porcdes de farmaco de auristatina/
dolastatina de férmula Dr, tais como MMAF e seus derivados,
podem ser preparadas utilizando métodos descritos em US 2005-
0238649 Al e Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-
124. As porgdes de farmaco de auristatina/dolastatina de férmula
Dg, tTais como MMAE e seus derivados, podem ser preparadas

utilizando métodos descritos em Doronina et al. (2003) Nat.
Biotech. 21:778-784. As porcgdes Farmaco-ligante MC-MMAF, MC-
MMAE, MC-vc—-PAB-MMAF e MC-vc—-PAB-MMAE podem ser

convenientemente sintetizadas por métodos de rotina, e.g., como
descrito em Doronina et al. (2003) Nat. Biotech. 21:778-784, e
Publicacdo de Pedido de Patente US 2005/0238649 Al, e depois
conjugadas a um anticorpo de interesse.

Carga de farmaco

A carga de farmaco & representada por p e € o numero médio
de porcgdes de farmaco por anticorpo numa molécula de fdédrmula I.
A carga de farmaco pode variar de 1 a 20 porgdes de fédrmaco (D)
por anticorpo. Os ADC de férmula I incluem colecgdes de
anticorpos conjugados com uma gama de porcgdes de farmaco, de 1
a 20. O numero médio de porgdes de farmaco por anticorpo em
preparacdes de ADC a partir de reaccgdes de conjugacao pode ser
caracterizado por meios convencionais tais como espectroscopia
de massa, ensaio ELISA e HPLC. A distribuicdo quantitativa de
ADC em termos de p pode também ser determinada. Em alguns casos,
a separacgdo, purificacdo e caracterizacgdo de ADC homogéneo em
que p tem um determinado valor, de ADC com outras cargas de
fadrmaco pode ser conseguida por meios como HPLC fase inversa ou
electroforese.

Para alguns conjugados anticorpo-fadrmaco, p pode estar
limitado pelo numero de locais de fixacdo no anticorpo. Por
exemplo, quando a fixagcdo é num tiol de cisteina, como nas
concretizacdes exemplificativas anteriores, um anticorpo pode
ter apenas um ou varios grupos tiol de cisteina, ou pode ter
apenas um ou varios grupos tiol suficientemente reactivos
através dos gquais um ligante pode ser ligado. Em determinadas
concretizacgdes, uma carga de farmaco superior, e.g. p >5, pode
causar agregag¢ao, insolubilidade, toxicidade ou perda de
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permeabilidade celular a determinados conjugados anticorpo-
fadrmaco. Em determinadas concretizacgdes, a carga de farmaco
para um ADC da invencédo varia de 1 a cerca de 8; de cerca de 2
a cerca de 6; de cerca de 3 a cerca de 5; de cerca de 3 a cerca
de 4; de cerca de 3,1 a cerca de 3,9; de cerca de 3,2 a cerca
de 3,8; de cerca de 3,2 a cerca de 3,7; de cerca de 3,2 a cerca
de 3,6; de cerca de 3,3 a cerca de 3,8; ou de cerca de 3,3 a
cerca de 3,7. De facto, foi demonstrado que para certos ADC, a
razdo Optima de porgdes de farmaco por anticorpo pode ser
inferior a 8, e pode ser de cerca de 2 a cerca de 5. Veja-se US
2005-0238649 Al (agui incorporado por referéncia na sua
totalidade) .

Em determinadas concretizacdes, menos do gque O maximo
tedrico de porcgdes de farmaco sado conjugadas a um anticorpo
durante uma reaccgdo de conjugacac. Um anticorpo pode conter,
por exemplo, residuos de lisina que nao reagem com O
intermediédrio farmaco-ligante ou reagente ligante, como
discutido adiante. Geralmente, o0s anticorpos ndo contém muitos
grupos tiol de cisteina livres e reactivos que possam ser
ligados a uma porcgdo de farmaco; de facto, a maioria dos tiol
em residuos de cisteina em anticorpos existem sob a forma de
pontes de dissulfureto. Em determinadas concretizagdes, um
anticorpo pode ser reduzido com um agente redutor tal como
ditiotreitol (DTT) ou tricarboniletilfosfina (TCEP), sob
condigdes de reducado parcial ou total, para gerar grupos tiol
de <cisteina reactivos. Em determinadas concretizagdes, um
anticorpo € submetido a condic¢des desnaturantes para revelar

grupos nucledéfilos reactivos tais como lisina ou cisteina.

A carga (razdo féarmaco/anticorpo) de um ADC pode ser
controlada de diferentes maneiras, e.g.: (i) limitando o excesso
molar de intermedidrio farmaco-ligante ou reagente ligante
relativamente ao anticorpo, (ii) limitando o tempo ou a
temperatura da reaccdo de conjugacéao, (i1ii) 1limitando as
condigdes de reducdo ou redugdo parcial para a modificacédo do
tiol de <cisteina, (iv) manipulando através de técnicas
recombinantes a sequéncia de aminodcidos do anticorpo de modo
a que o numero e a posicdo de residuos de cisteina sejam
modificados para controlar o numero e/ou a posicdo de ligacgdes
ligante-farmaco (tal como tioMab ou tioFab preparados como aqui
divulgado e em W02006/034488) .
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Deve entender-se que quando mais do que um grupo nucledfilo
reage com um intermedidrio farmaco-ligante ou reagente ligante
seguido por um reagente porcdo de farmaco, entdo o produto
resultante € uma mistura de compostos ADC com uma distribuicéo
de uma ou mais porgdes de féarmaco ligadas a um anticorpo. O
numero médio de féarmacos por anticorpo pode ser calculado a
partir da mistura através de um ensaio ELISA dual ao anticorpo,
que ¢é especifico para o anticorpo e especifico para o farmaco.
As moléculas de ADC individuais podem ser identificadas na
mistura por espectroscopia de massa e separadas por HPLC, e.g.
cromatografia de interaccgdo hidrdfoba (veja-se, e.g., Hamblett,
K.J., et al. "Effect of drug 1loading on the pharmacology,
pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30 antibody-drug
conjugate", Abstract No. 624, American Association for Cancer
Research, 2004 Annual Meeting, March 27-31, 2004, Proceedings
of the AACR, Volume 45, Marco de 2004; Alley, S.C., et al.
"Controlling the location of drug attachment in antibody-drug
conjugate™, Abstract No. 627, American Association for Cancer
Research, 2004 Annual Meeting, 27-31 de Marco, 2004, Proceedings
of the AACR, Volume 45, Marco de 2004). Em determinadas
concretizagdes, um ADC homogéneo com um valor uUnico de carga
pode ser isolado a partir da mistura de conjugagao por
electroforese ou cromatografia.

Certos Métodos de Preparacdo de Imunoconjugados

Um ADC de férmula I pode ser preparado por varias vias
empregando reacgbes de quimica orgédnica, condigdes e reagentes
conhecidos dos peritos na especialidade, incluindo: (1) reaccéo
de um grupo nucledéfilo de um anticorpo com um reagente ligante
bivalente para formar Ab-IL através de uma ligacdo covalente,
seguida por reacgdo com uma porcado de farmaco D; e (2) reaccéo
de um grupo nucledéfilo de uma porcdo de fadrmaco com um reagente
ligante bivalente, para formar D-L, através de uma ligagao
covalente, seguida por reaccdo com um grupo nucledéfilo de um
anticorpo. Os métodos exemplificativos para a preparacdo de um
ADC de férmula I através desta Gltima via estdo descritos em US
20050238649 Al.

Os grupos nucledéfilos nos anticorpos incluem, mas ndo se
lhes limitando: (i) grupos amino N-terminais, (ii) grupos amino
de cadeias laterais, e.g. lisina, (iii) grupos tiol de cadeias
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laterais, e.g. cisteina, e (iv) grupos hidroxilo ou amino de
acucares quando o anticorpo € glicosilado. Os grupos amino,
tiol e hidroxilo sdo nucledéfilos e capazes de reagir para formar
ligagdes covalentes com grupos electréfilos em porgdes ligantes
e reagentes ligantes incluindo: (i) ésteres activos tais como
ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos e halogenetos &acidos;
(1) halogenetos de algquilo e de benzilo tais como
halogenocacetamidas; (iii) grupos aldeido, cetona, carboxilo e
maleimido. Certos anticorpos possuem dissulfuretos redutiveis
intercadeias, i.e. pontes de cisteina. Os anticorpos podem ser
tornados reactivos para conjugagcao com reagentes ligantes por
tratamento com um agente redutor tal como DTT (ditiotreitol) ou
tricarboniletilfosfina (TCEP), de modo a que o anticorpo seja
completamente ou parcialmente reduzido. Cada ponte de cisteina
ird portanto formar, teoricamente, dois nucledéfilos de tiol
reactivo. Grupos nucledfilos adicionais podem ser introduzidos
em anticorpos através de modificagdo de residuos de lisina,
e.g., por reacgcdo de residuos de lisina com 2-iminotiolano
(reagente de Traut), resultando na conversdao de um amino num
tiol. Os grupos tiol reactivos podem ser introduzidos num
anticorpo introduzindo um, dois, trés, quatro ou mais residuos
de cisteina (e.qg., preparando anticorpos variantes
compreendendo um ou mais residuos de aminodcido de cisteina néao

nativos) .

Os conjugados anticorpo-fadrmaco da invencdo podem também
ser produzidos por reaccgdo entre um grupo electrdéfilo num
anticorpo, tal como um grupo carbonilo de aldeido ou cetona,
com um grupo nucledéfilo num reagente ligante ou férmaco. Os
grupos nucledéfilos uUteis num reagente ligante incluem, mas nao
se lhes limitando, hidrazida, oxima, amino, hidrazina, tio-
semicarbazona, hidrazinocarboxilato e aril-hidrazida. Numa
concretizacdo, um anticorpo ¢é modificado para introduzir
porcdes electrdfilas que sdo capazes de reagir com substituintes
nucledéfilos no reagente ligante ou no féarmaco. Em outra
concretizacgdo, os acgucares de anticorpos glicosilados podem ser
oxidados, e.g. com reagentes oxidantes de periodato, para formar
grupos aldeido ou cetona que podem reagir com o grupo amino de
reagentes ligantes ou porcdes de farmaco. Os resultantes grupos
base de Schiff imina podem formar uma ligacdo estédvel, ou podem
ser reduzidos, e.g. por reagentes de boro-hidreto para formar
ligagdes amino estdveis. Numa concretizacdo, a reaccgdo da porgédo



EP 2 502 938/PT
174

hidrato de carbono de um anticorpo glicosilado com galactose-
oxidase ou meta-periodato de sdédio, pode originar grupos
carbonilo (aldeido e cetona) no anticorpo que podem reagir com
grupos apropriados no farmaco (Hermanson, Bioconjugate
Techniques). Em outra concretizacao, anticorpos contendo
residuos de serina ou treonina N-terminais podem reagir com
meta-periodato de sdédio, resultando na producdo de um aldeido
no lugar do primeiro aminocdcido (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3:138-146; US 5362852). Um tal aldeido pode
ser reagido com uma porcgao de farmaco ou um ligante nucledfilo.

Os grupos nucledfilos numa porcgdo de farmaco incluem, mas
nao se lhes limitando: grupos amino, tiol, hidroxilo, hidrazida,
oxima, hidrazina, tio-semicarbazona, hidrazinocarboxilato e
aril-hidrazida capazes de reagir para formar ligacdes
covalentes com grupos electrdéfilos em porgdes ligantes e
reagentes ligantes incluindo: (i) ésteres activos tais como
ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos e halogenetos &cidos;
(ii) halogenetos de alguilo e de benzilo tais Como
halogenocacetamidas; (iii) grupos aldeido, cetona, carboxilo e
maleimido.

Os compostos da invencado contemplam explicitamente, mas
nao se lhes limitando, ADC preparados com 0SS seguintes reagentes
reticulantes: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP,
SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-
KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, e sulfo-SMPB e SVSB
((4-vinilsulfono)benzoato de succinimidilo) que estao
comercialmente disponiveis (e.g., em Pierce Biotechnology,
Inc., Rockford, IL., U.S.A; vejam-se as paginas 467-498, 2003-
2004 Applications Handbook and Catalog.

Os imunoconjugados compreendendo um anticorpo e um agente
citotdxico podem também ser preparados utilizando uma variedade
de agentes de acoplamento de proteinas bifuncionais tais como
3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclo-hexano-1l-carboxilato de succinimidilo
(sMcce), iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de
imidoésteres (tais como adipimidato de dimetilo HC1l), ésteres
activos (tais como suberato de dissuccinimidilo), aldeidos
(tais como glutaraldeido), compostos bis-azido (tais como
bis (p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados bis-diazdénio
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(tais como bis-(p-diazdéniobenzoil)etilenodiamina),
diisocianatos (tais como 2,6-diisocianato de tolueno) e

compostos de fluor bis-activos (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Por exemplo, uma imunotoxina de ricina pode
ser preparada como descrito em Vitetta et al., Science 238:1098
(1987) . 0 acido l-isotiocianatobenzil-3-
metildietilenotriaminopenta—-acético (MX-DTPA) marcado com
carbono-14 € um agente quelante exemplificativo para conjugacéo
de radionucledétidos ao anticorpo. Veja-se W094/11026.

Alternativamente, uma proteina de fusdo compreendendo um
anticorpo e um agente citotdxico pode ser preparada, e.g., por
técnicas recombinantes ou sintese peptidica. Uma molécula de
ADN recombinante pode compreender regides que codificam o
anticorpo e porcdes citotdxicas do conjugado guer adjacentes
uma a outra qguer separadas por uma regido que codifica um
péptido ligante que ndo destrdi as propriedades desejadas do
conjugado.

Em ainda outra concretizacdo, um anticorpo pode ser
conjugado com um "receptor" (tal como estreptavidina) para
utilizagcdo em pré-direccionamento para tumores em que O
conjugado anticorpo-receptor € administrado ao paciente,
seguido por remocadao do conjugado ndo ligado da circulacéao
utilizando um agente de depuracéo e depoils administracdo de um
"ligando" (e.g., avidina) que estd conjugado com um agente
citotdxico (e.g., um radionucledtido).

Preparacdo de anticorpos anti—-STEAP-1 manipulados com cisteina

Os métodos de desenho, seleccdo e preparacdo da invencéo
proporcionam adicionalmente anticorpos anti-STEAP-1 manipulados
com cisteina que sédo reactivos com a funcionalidade electrdfila.
Estes métodos proporcionam ainda compostos conjugados de
anticorpo tais como compostos conjugado anticorpo-farmaco (ADC)
com moléculas de féarmacos em locais designados, desenhados,
selectivos. Os residuos de cisteina reactivos na superficie de
um anticorpo permitem a conjugacdo especifica de uma porcédo de
fadrmaco através de um grupo tiol reactivo tal como maleimida ou
halogenoacetilo. A reactividade nucledéfila da funcionalidade
tiol de um residuo de Cys com um grupo maleimido € cerca de
1000 vezes superior em comparacao com qualgquer outra
funcionalidade de aminodcido numa proteina, tais como grupos
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amino de residuos de lisina ou o grupo amino N-terminal. A
funcionalidade tiol especifica em reagentes iodoacetilo e
maleimida pode reagir com grupos amino, mas sao necessarios pH
superiores (>9,0) e tempos de reacgdo mais longos (Garman, 1997,
Non-Radiocactive Labelling: A Practical Approach, Academic
Press, London). A quantidade de tiol livre numa proteina pode
ser estimada através do ensaio de Ellman ©padréo. A
imunoglobulina M ¢é um exemplo de um pentdmero ligado por
dissulfureto, enquanto a imunoglobulina G € um exemplo de uma
proteina com pontes de dissulfureto internas que ligam as
subunidades. Em proteinas como estas, a reducdo das ligacdes
dissulfureto com um reagente tal como ditiotreitol (DTT) ou
selenol (Singh et al. (2002) Anal. Biochem. 304:147-156) &
necessaria para gerar o tiol livre reactivo. Esta abordagem
pode resultar na perda da estrutura terciaria do anticorpo e da
especificidade de ligacéo do antigénio.

O Ensaio Pheselector (Phage ELISA para Seleccdo de Tidis
Reactivos) permite a deteccdo de grupos cisteina reactivos em
anticorpos num formato de ELISA em fagos desse modo ajudando no
desenho de anticorpos manipulados com cisteina
(WO 2006/034488). O anticorpo manipulado com cisteina € aplicado
como revestimento nas superficies de ©pocgos, seguindo-se
incubacéao com particulas fagicas, adicao de anticorpo
secunddrio marcado com HRP, e deteccdo de absorvancia. As
proteinas mutantes exibidas sobre fagos podem ser rastreadas de
uma maneira réapida, robusta e de alto rendimento. Podem ser
produzidas bibliotecas de anticorpos manipulados com cisteina
e submetidas a seleccdo por ligacao utilizando a mesma abordagem
para identificar locais apropriadamente reactivos de
incorporacdo de Cys livre a partir de bibliotecas de proteinas
aleatdérias em fagos de anticorpos ou outras proteinas. Esta
técnica inclui a reaccdo de proteinas mutantes de cisteina
exibidas em fagos com um reagente de afinidade ou um grupo
repdérter que é também reactivo com tiol.

O ensaio PHESELECTOR permite o rastreio de grupos tiol
reactivos em anticorpos. A identificacdo da variante Al21C por
este método é exemplificativa. A totalidade da molécula de Fab
pode ser eficazmente rastreada para identificar mais variantes
TioFab com grupos tiol reactivos. Foi empregue um pardmetro,
acessibilidade da superficie fraccionada, para identificar e



EP 2 502 938/PT
177

quantificar a acessibilidade do solvente aos residuos de
aminocdcido num polipéptido. A acessibilidade a superficie pode
ser expressa como a 4area da superficie (A?2) que pode ser
contactada por uma molécula de solvente, e.g. &agua. O espacgo
ocupado de agua é aproximadamente uma esfera de raio de 1,4 A.
Estd disponivel gratuitamente ou sob licenca software
(Secretary to CCP4, Daresbury Laboratory, Warrington, WA4 4AD,
Reino Unido, Fax: (+44) 1925 603825, ou através da internet:
www.ccpd.ac.uk/dist/html/INDEX.html) como 0s programas de
cristalografia CCP4 Suite gque empregam algoritmos para calcular
a acessibilidade a superficie de cada aminodcido de uma proteina
com coordenadas derivadas de cristalografia de raios—-x
conhecidas ("The CCpr4 Suite: Programs for Protein
Crystallography" (1994) Acta. Cryst. D50:760-763). Dois médulos
exemplificativos de software  que realizam céalculos de
acessibilidade a superficie sao "AREAIMOL" e "SURFACE",
baseados nos algoritmos de B. Lee e F.M. Richards (1971)
J.Mol.Biol. 55:379-400. O AREAIMOL define a superficie
acessivel ao solvente de uma proteina como o locus do centro de
uma esfera sonda (representando uma molécula de solvente) a
medida que roda sobre a superficie de Van der Waals da proteina.
O AREAIMOL calcula a &rea da superficie acessivel ao solvente
gerando pontos na superficie numa esfera estendida em torno de
cada atomo (a uma disténcia do centro do &tomo igual a soma dos
raios do &tomo e da sonda), e eliminando aqueles dque se
apresentam em esferas equivalentes associadas a atomos
vizinhos. O AREAIMOL torna a A&area acessivel ao solvente de
dtomos num ficheiro de coordenadas PDB, e resume a A&rea
acessivel por residuo, por cadeia e para a molécula completa.
As 4reas acessiveis (ou diferencas de A&reas) para Aatomos
individuais podem ser escritas num ficheiro de saida de pseudo-
PDB. O AREAIMOL assume um Unico raio para cada elemento, e

apenas reconhece um numero limitado de diferentes elementos.

O AREAIMOL e o SURFACE reportam acessibilidades absolutas,
i.e. o numero de Angstroms (A) quadrados. A acessibilidade a
superficie fraccionada ¢ calculada por referéncia a um estado
padrdo relevante para um aminocdcido num polipéptido. O estado
de referéncia é o tripéptido Gly-X-Gly, onde X é o aminoacido
de interesse, e o estado de referéncia deverd ser uma
conformagcdo ‘'estendida', i.e. como as das cadeias beta. A

conformacdo estendida maximiza a acessibilidade de X. Uma &rea
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acessivel calculada é dividida pela &rea acessivel num estado
de referéncia do tripéptido Gly-X-Gly e reporta o quociente,
que é a acessibilidade fraccionada. A percentagem de
acessibilidade é a acessibilidade fraccionada multiplicada por
100. Outro algoritmo exemplificativo para calcular a
acessibilidade a superficie é baseado no médulo SOLV do programa
xsae (Broger, C., F. Hoffman-LaRoche, Basel) que calcula a
acessibilidade fraccionada de um residuo de aminodcido a uma
esfera de 4&gua com base nas coordenadas de raios-x do
polipéptido. A acessibilidade a superficie fraccionada para
cada aminodcido num anticorpo pode ser calculada utilizando
informagdo disponivel sobre a estrutura cristalina (Eigenbrot
et al. (1993) J Mol Biol. 229:969-995).

O ADN que codifica os anticorpos manipulados com cisteina
é prontamente isolado e sequenciado utilizando procedimentos
convencionais (e.g., utilizando sondas oligonucleotidicas que
sdo0 capazes de se ligar especificamente a genes que codificam
as cadeias pesadas e leves de anticorpos murinos). As células
de hibridoma servem como fonte deste ADN. Uma vez isolado, o
ADN pode ser colocado em vectores de expressdo, que sao entao
transfectados em células hospedeiras tais como células de
E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster
chinés (CHO), ou outras células hospedeiras de mamifero, tais
como as células de mieloma (US 5807715; US 2005/0048572;
US 2004/0229310) que de outro modo ndo produzem a proteina do
anticorpo, para obter a sintese de anticorpos monoclonais nas
células hospedeiras recombinantes.

Apds o desenho e a selecgao, os anticorpos manipulados com
cisteina, e.g. TioFab, com os residuos de Cys desemparelhados,
manipulados, altamente reactivos, podem ser produzidos por: (i)
expressao num sistema bacteriano, e.g. E. coli, (Skerra et al.
(1993) Curr. Opinion in Immunol. 5:256-262; Pluckthun (1992)
Immunol. Revs. 130:151-188) ou num sistema de cultura de células
de mamifero (WO 01/00245), e.g. células de ovario de hamster
chinés (CHO); e (ii) ©purificacdo wutilizando técnicas de
purificacdo de proteinas comuns (Lowman et al. (1991) J. Biol.
Chem. 266(17):10982-10988) .

Os grupos tiol de Cys manipulados reagem com reagentes
ligantes electréfilos e intermediédrios féarmaco-ligante para
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formar conjugados de anticorpo manipulado com cisteina e farmaco
e outros anticorpos manipulados com cisteina marcados. Os
residuos de Cys de anticorpos manipulados com cisteina, e
presentes nos anticorpos progenitores, qgque estdao emparelhados
e formam ligagdes dissulfureto intercadeias e intracadeias, néao
possuem qualsquer grupos tiol reactivos (a menos que tratados
com um agente redutor) e nao reagem com reagentes ligantes
electréfilos ou intermedidrios féarmaco-ligante. O residuo de
Cys recém-manipulado, pode permanecer desemparelhado, e capaz
de reagir com, 1i.e. ser conjugado com, um reagente ligante
electré6filo ou um intermedidrio férmaco-ligante, tal como um
fadrmaco-maleimida. Os intermediarios farmaco-ligante
exemplificativos incluem: MC-MMAE, MC-MMAF, MC-vc-PAB-MMAE e
MC-vc-PAB-MMAF. As posigdes na estrutura dos residuos de Cys
manipulados das cadeias pesadas e leves sao numeradas de acordo
com 0 sistema de numeracdo sequencial. Este sistema de numeracéo
sequencial estd correlacionado com o sistema de numeracgdo de
Kabat (Kabat et al., (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD) comecando no terminal N, e
difere do esquema de numeracao de Kabat (linha do fundo) por
insercdes 1indicadas como a,b,c. Utilizando o sistema de
numeracdo de Kabat, a real sequéncia de aminodcidos linear pode
conter menos aminoacidos ou aminodacidos adicionais
correspondentes a um encurtamento, ou uma insercdo, em FR ou
CDR do dominio varidvel. Os locais da variante de cadeia pesada
manipulada com cisteina s&o identificados através dos esguemas
de numeracao sequencial e de numeracao de Kabat.

O anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina pode ser
preparado através de um processo compreendendo:

(a) substituicdo de um ou mais residuos de aminodcido de um
anticorpo anti-STEAP-1 progenitor por cisteina; e

(b) determinacé&o da reactividade de tiol do anticorpo anti-
STEAP-1 manipulado com cisteina por reacgdo do anticorpo
manipulado com cisteina com um reagente reactivo com tiol.

O anticorpo manipulado com cisteina pode ser mais reactivo
do gque o anticorpo progenitor com o reagente reactivo com tiol.

Os residuos de aminodcido de cisteina livres podem estar
localizados nas cadeias pesadas ou leves, ou nos dominios
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constantes ou varidveis. Os fragmentos de anticorpo, e.g. Fab,
podem também ser manipulados com um ou mais aminodcidos de
cisteina em substituicdo de aminodcidos do fragmento de
anticorpo, para formar fragmentos de anticorpo manipulados com
cisteina.

A presente divulgacdo também proporciona um método de
preparacao (producdo) de um anticorpo anti-STEAP-1 manipulado

com cisteina, compreendendo:

(a) introdugdo de wum ou mais aminodcidos de cisteina num
anticorpo anti-STEAP-1 progenitor de modo a gerar O
anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina; e

(b) determinacéo da reactividade de tiol do anticorpo

manipulado com cisteina com um reagente reactivo com tiol;

em que o anticorpo manipulado com cisteina é mais reactivo do
que o anticorpo progenitor com o reagente reactivo com tiol.

O passo (a) do método de preparacado de um anticorpo
manipulado com cisteina pode compreender:

(i) mutagénese de uma sequéncia de adcido nucleico que codifica

o anticorpo manipulado com cisteina;
(ii) expressdo do anticorpo manipulado com cisteina; e

(iii) isolamento e purificacdo do anticorpo manipulado com
cisteina.

O passo (b) do método de preparacdo de um anticorpo
manipulado com cisteina pode compreender a expressado do
anticorpo manipulado com cisteina numa particula viral
seleccionada entre uma particula fagica ou de fagemideo.

O passo (b) do método de preparacdo de um anticorpo
manipulado com cisteina pode também compreender:

(i) a reaccdo do anticorpo manipulado com cisteina com um
reagente de afinidade reactivo com tiol para gerar um
anticorpo manipulado com cisteina marcado por afinidade;
e

(ii) a medicdo da ligacéo do anticorpo manipulado com cisteina
marcado por afinidade a um meio de captura.
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Também é proporcionado um método de rastreio de anticorpos
manipulados com cisteina com aminodcidos de cisteina
desemparelhados, altamente reactivos, quanto a reactividade de
tiol, compreendendo:

(a) a introducdo de um ou mais aminodcidos de cisteina num
anticorpo progenitor de modo a gerar um anticorpo
manipulado com cisteina;

(b) a reaccdo do anticorpo manipulado com cisteina com um
reagente de afinidade reactivo com tiol para gerar um
anticorpo manipulado com cisteina marcado por afinidade;
e

(c) a medicdo da ligacéd&o do anticorpo manipulado com cisteina
marcado por afinidade com um meio de captura; e

(d) a determinacdo da reactividade de tiol do anticorpo

manipulado com cisteina com o reagente reactivo com tiol.

0 passo (a) do método de rastreio de anticorpos manipulados
com cisteina pode compreender:

(i) a mutagénese de uma sequéncia de 4acido nucleico gue
codifica o anticorpo manipulado com cisteina;

(ii) a expressdo do anticorpo manipulado com cisteina; e

(iii) o isolamento e a purificacdo do anticorpo manipulado com

cisteina.

0 passo (b) do método de rastreio de anticorpos manipulados
com cisteina pode compreender a expressdao do anticorpo
manipulado com cisteina numa particula viral seleccionada entre

uma particula fagica ou de fagemideo.

0 passo (b) do método de rastreio de anticorpos manipulados
com cisteina pode também compreender:

(i) a reaccdo do anticorpo manipulado com cisteina com um
reagente de afinidade reactivo com tiol para gerar um
anticorpo manipulado com cisteina marcado por afinidade;
e

(ii) a medigdo da ligagdo do anticorpo manipulado com cisteina
marcado por afinidade a um meio de captura.
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Anticorpos anti-STEAP-1 manipulados com cisteina marcados

Os anticorpos anti-STEAP-1 manipulados com cisteina podem
ser acoplados de modo especifico do local e eficientemente a um
reagente reactivo com tiol. O reagente reactivo com tiol pode
ser um reagente ligante multifuncional, reagente marcador de
captura, 1i.e. de afinidade, (e.g. um reagente ligante a
biotina), um marcador de deteccédo (e.g. um reagente fluordéforo),
um reagente de imobilizacdo em fase sdélida (e.g. SEPHAROSE™,
poliestireno ou vidro), ou um intermedidrio farmaco-ligante. Um
exemplo de um reagente reactivo com tiol é a N-etilmaleimida
(NEM) . Numa concretizacdo exemplificativa, a reacgcao de um
TioFab com um reagente biotina-ligante proporciona um TioFab
biotinilado através do qual a presenca e a reactividade do
residuo de cisteina manipulado podem ser detectadas e medidas.
A reaccdo de um TioFab com um reagente ligante multifuncional
proporciona um TioFab com um ligante funcionalizado que pode
adicionalmente reagir com um reagente porcdo de fadrmaco ou outro
marcador. A reacc¢do de um TioFab com um intermedidrio farmaco-
ligante proporciona um conjugado de TioFab e farmaco.

Os métodos exemplificativos aqui descritos podem ser
aplicados genericamente a identificacdo e a producgao de
anticorpos, e mais genericamente, a outras proteinas através da
aplicacdo dos passos de desenho e rastreio aqui descritos.

Esta abordagem pode ser aplicada a conjugacdo de outros
reagentes reactivos com tiol em que o grupo reactivo €&, por
exemplo, uma maleimida, uma iodoacetamida, um dissulfureto de
piridilo, ou outro parceiro de conjugagdo reactivo com tiol
(Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.;
Brinkley, 1992, Bioconjugate Chem. 3:2; Garman, 1997, Non-
Radiocactive Labelling: A Practical Approach, Academic Press,
London; Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2; Hermanson, G. em
Bioconjugate Techniques (1996) Academic Press, San Diego, pp.
40-55, 643-671). O reagente reactivo com tiol pode ser uma
porgdo de farmaco, um fluordéforo tal como um corante
fluorescente como a fluoresceina ou a rodamina, um agente
quelante para um metal de imagiologia ou radioterapéutico, um
marcador ou marca de deteccao de peptidilo ou nao-peptidilo, ou
um agente de modificacdo da depuracdo tal como varios isdmeros
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de polietilenoglicol, um péptido que se liga a uma terceira
componente, ou outro hidrato de carbono ou agente lipdéfilo.

Utilizacdes de anticorpos anti—-STEAP-1 manipulados com cisteina

Os anticorpos anti-STEAP-1 manipulados com cisteina, e seus
conjugados podem ser utilizados como agentes terapéuticos e/ou
de diagndstico. A presente divulgacgéo proporciona
adicionalmente métodos de prevencédo, gestédo, tratamento ou
melhoria de um ou mais sintomas associados a uma desordem
relacionada com STEAP-1. Em particular, a presente divulgacéao
proporciona métodos de prevencao, gestéao, tratamento ou
melhoria de um ou mais sintomas associados a uma desordem
proliferativa celular, tal como o cancro, e.g., cancro da
préstata, cancro do pulmido, cancro do cdélon, cancro da bexiga,
cancro ovariano e sarcoma de Ewing. A presente divulgacao
proporciona ainda, adicionalmente, métodos para o diagndstico
de uma desordem relacionada com STEAP-1 ou de uma predisposicéo
para o desenvolvimento dessa desordem, assim como métodos para
a identificacdo de anticorpos, e fragmentos de 1ligacdo ao
antigénio de anticorpos, gque se ligam preferencialmente a
polipéptidos de STEAP-1 associados a células.

Também é proporcionada a utilizacdo de um anticorpo anti-
STEAP-1 manipulado com cisteina para a preparacdo de um
medicamento UGtil no tratamento de uma condicdo que é responsiva
a uma desordem relacionada com STEAP-1.

Preparacdo de conjugados anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com
cisteina-farmaco

O ADC de férmula I pode ser preparado por varias vias,
empregando reacgbes de quimica orgdnica, condigdes e reagentes
conhecidos dos peritos na especialidade, incluindo: (1) reaccéao
de um grupo cisteina de um anticorpo manipulado com cisteina
com um reagente ligante, para formar um intermedidrio anticorpo-
ligante Ab-1, através de uma ligacdo covalente, seguida por
reaccdo com uma porcgdo de fadrmaco D activada; e (2) reaccédo de
um grupo nucledfilo de uma porcdo de fadrmaco com um reagente
ligante, para formar um intermedidrio de ligante e farmaco D-
L, através de uma ligacdo covalente, seguida por reacc¢do com um
grupo cisteina de um anticorpo manipulado com cisteina. Os
métodos de conjugacdo (1) e (2) podem ser empregues com uma
variedade de anticorpos manipulados com cisteina, porcgdes de
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fadrmaco e ligantes para preparar os conjugados anticorpo-
farmaco de férmula I.

Os grupos tiol de cisteinas do anticorpo sé&o nucledéfilos
e capazes de reagir para formar ligagdes covalentes com grupos
electréfilos em reagentes ligantes e em intermedidrios férmaco-

ligante incluindo: (i) ésteres activos tais como ésteres NHS,
ésteres HOBt, haloformiatos e halogenetos acidos;
(i1) halogenetos de algquilo e de Dbenzilo, tais como

halogenocacetamidas; (iii) grupos aldeido, cetona, carboxilo e
maleimido; e (iv) dissulfuretos, incluindo dissulfuretos de
piridilo, através de permuta de sulfureto. Os grupos nucledfilos
numa porcgdo de farmaco incluem, mas ndo se lhes limitando:
grupos amino, tiol, hidroxilo, hidrazida, oxima, hidrazina,
tio—-semicarbazona, hidrazinocarboxilato e aril-hidrazida
capazes de reagir para formar ligacdes covalentes com grupos
electré6filos em porcgdes ligantes e reagentes ligantes.

Os anticorpos manipulados com cisteina podem ser tornados
reactivos para conjugacdo com reagentes ligantes por tratamento

com um agente redutor tal como DTT (reagente Cleland,
ditiotreitol) ou TCEP (cloridrato de tris(2-
carboxietil) fosfina; Getz et al. (1999) Anal. Biochem. Vol
273:73-80; Soltec Ventures, Beverly, MA) , seguido por

reoxidacédo para voltar a formar ligagdes dissulfureto
intercadeias e intracadeias. Por exemplo, anticorpos
monoclonais manipulados com cisteina (TioMab) de comprimento
completo expressos em células CHO sdo reduzidos com um excesso
de cerca de 50 vezes de TCEP durante 3 h a 37°C para reduzir
ligagdes dissulfureto em aductos de cisteina que se podem formar
entre o0s residuos de cisteina recém-introduzidos e a cisteina
presente no meio de cultura. O TioMab reduzido é diluido e
carregado numa coluna HiTrap S em acetato de sdédio 10 mM, pH 5,
e eluido com PBS contendo cloreto de sdédio 0,3 M. As ligacdes
dissulfureto foram restabelecidas entre residuos de cisteina
presentes no Mab progenitor com sulfato de cobre (CuS04) aquoso
diluido (200 nM) a temperatura ambiente, durante a noite.
Alternativamente, o acido desidroascdrbico (DHAA) & um oxidante
eficaz para restabelecer os grupos dissulfureto intracadeia do
anticorpo manipulado com cisteina apds clivagem redutiva dos
aductos de cisteina. Podem ser utilizados outros oxidantes,
i.e. agentes oxidantes, e <condig¢bes oxidantes, que séo
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conhecidos na especialidade. A oxidagdo com ar ambiente & também
eficaz. Este passo de reoxidacdao parcial, moderada, forma
eficientemente dissulfuretos intracadeia com elevada fidelidade
e preserva o0s grupos tiol dos residuos de cisteina recém-
introduzidos. Adicionou-se um excesso de aproximadamente 10
vezes de intermedidrio farmaco-ligante, e.g. MC-vc-PAB-MMAE,
misturou-se e deixou-se em repouso durante cerca de uma hora a
temperatura ambiente para efectuar a conjugacao e formar o
conjugado anticorpo-fadrmaco. A mistura de conjugacao foi
filtrada em gel e carregada e eluida através de uma coluna
HiTrap S para remover o excesso de intermedidrio farmaco-ligante
e outras impurezas.

A Figura 16 mostra o processo geral para preparar um
anticorpo manipulado com cisteina expresso a partir de uma
cultura celular para conjugagdao. Quando o meio da cultura
celular contém cisteina, podem-se formar aductos de
dissulfureto entre o aminodcido de cisteina recém-introduzido
e a cisteina do meio. Estes aductos de cisteina, representados
com um circulo no TioMab exemplificativo (esquerda) na Figura
12, tém que ser reduzidos para gerar anticorpos manipulados com
cisteina reactivos para conjugacdo. Os aductos de cisteina,
presumivelmente em conjunto com varias ligagbes dissulfureto
intercadeias, sao clivados redutivamente para originar uma
forma reduzida do anticorpo com agentes redutores tais como
TCEP. As ligagdes dissulfureto intercadeias entre residuos de
cisteina emparelhados s&o novamente formadas sob condigdes de
oxidacao parcial com sulfato de cobre, DHAA, ou exposigcao ao
oxigénio ambiente. Os residuos de cisteina manipulados, recém-
introduzidos, e ndo emparelhados, permanecem disponiveis para
reaccdo com reagentes ligantes ou intermedidrios féarmaco-
ligante para formar os conjugados de anticorpo da invencédo. Os
TioMab expressos em linhas celulares de mamifero resultam num
aducto de Cys conjugado externamente a uma Cys manipulada
através da formacdo de 1ligagdes -S-S-. Portanto, os TioMab
purificados sé&o tratados com procedimentos de reducgdo e
reoxidagdo como descrito no Exemplo 5 para produzir TioMab
reactivos. Estes TioMab sdo utilizados para conjugagao com
fadrmacos citotdxicos contendo maleimida, fluordforos, e outros
marcadores.
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A Figura 15 mostra concretizacdes de conjugados de
anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina e féarmaco (ADC)
onde uma porcgdo de farmaco de auristatina ¢ ligada a um grupo
de cisteina manipulada em: a cadeia leve (LC-ADC); a cadeia
pesada (HC-ADC); e a regidao Fc (Fc—-ADC).

Formulacdes Farmacéuticas

Administracdo de conjugados anticorpo—farmaco

Os conjugados anticorpo-farmaco (ADC) da invencado podem
ser administrados por qualquer via apropriada a condicdo a
tratar. O ADC serd tipicamente administrado parentericamente,
i.e., por infusédo, via subcuténea, intramuscular, intravenosa,
intradérmica, intratecal e epidural.

Para o tratamento de cancros, por exemplo, da prdéstata, do
pulmdo e/ou do cdlon, numa concretizacdo, o conjugado anticorpo-
fadrmaco é administrado através de infusdo intravenosa. A dosagem
administrada por infusdo estd na gama de cerca de 1 ug/m? a
cerca de 10 000 pg/m? por dose, geralmente uma dose por semana
num total de uma, duas, trés ou quatro doses. Alternativamente,
a gama de dosagem & de cerca de 1 pg/m? a cerca de 1000 pg/m?,
de cerca de 1 pg/m? a cerca de 800 ng/m?, cerca de 1 npg/m? a
cerca de 600 pg/m?, cerca de 1 pg/m? a cerca de 400 pg/m?, cerca
de 10 pg/m? a cerca de 500 pg/m?, cerca de 10 pg/m? a cerca de
300 ng/m?, cerca de 10 pg/m? a cerca de 200 pg/m?, e cerca de
1 pg/m? a cerca de 200 pg/m?. A dose pode ser administrada uma
vez por dia, uma vez por semana, multiplas vezes por semana,
mas menos de uma vez por dia, multiplas vezes por més mas menos
de uma vez por dia, multiplas vezes por més mas menos de uma
vez Ppor semana, uma vez por més ou intermitentemente para
reduzir ou aliviar os sintomas da doenca. A administracdo pode
continuar em qualgquer dos intervalos divulgados até remissdo do
tumor ou dos sintomas do linfoma, leucemia a tratar. A
administragdo pode continuar apds remissdao ou alivio dos
sintomas quando essa remissdo ou alivio sédo prolongados por
essa administracdo continuada.

A divulgacédo também proporciona um método de tratamento de
um cancro da préstata, do pulmdo e/ou do cdlon e/ou de uma
metidstase destes cancros, compreendendo a administracdo a um
paciente que sofre de um cancro da préstata, do pulmdo ou do
cbdlon, de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo
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humanizado 120v.24 de gqualquer uma das concretizacdes
precedentes, anticorpo este que ndo estd conjugado com uma
molécula citotdéxica ou uma molécula detectdvel. O anticorpo
serd tipicamente administrado numa gama de dosagem de cerca de
1 pg/m? a cerca de 1000 mg/m?.

A divulgagdo também proporciona um método de tratamento de
um cancro da préstata, do pulmdo e/ou do cdbdlon e/ou uma
metdstase destes cancros, compreendendo a administracdo a um
paciente que sofre de um cancro da préstata, do pulmdo ou do
cbdlon, de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo
humanizado 120v.24 de gqualquer uma das concretizacdes
precedentes, anticorpo este que estd conjugado com uma molécula
citotdéxica ou wuma molécula detectavel. O anticorpo seréa
tipicamente administrado numa gama de dosagem de cerca de 1 ug/m?
a cerca de 1000 mg/m?.

Num aspecto, a invencdo proporciona adicionalmente
formulacdes farmacéuticas compreendendo pelo menos um anticorpo
anti-STEAP-1 da invencdo e/ou pelo menos um seu imunoconjugado
e/ou pelo menos um conjugado anticorpo anti-STEAP-1-farmaco da
invencéo. Em algumas concretizagdes, uma formulacéo
farmacéutica compreende 1) um anticorpo anti-STEAP-1 e/ou um
conjugado anticorpo anti-STEAP-1-farmaco e/ou um seu
imunoconijugado, e 2) um transportador farmaceuticamente
aceitével. Em algumas concretizacdes, uma formulacao
farmacéutica compreende 1) um anticorpo anti-STEAP-1 e/ou um
seu imunoconjugado, e opcionalmente, 2) pelo menos um agente

terapéutico adicional.

As formulacgdes farmacéuticas compreendendo um anticorpo ou
um imunoconjugado da invengdo ou o conjugado anticorpo-féarmaco
da 1invengdo sao preparadas para armazenagem por mistura do
anticorpo ou do conjugado anticorpo-farmaco possuindo o grau
desejado de pureza com transportadores, excipientes ou
estabilizantes opcionais fisiologicamente aceitaveis
(Remington’ s Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed
(1980)) na forma de solugdes aquosas ou liofilizadas ou outras
formulacdes secas. Os transportadores, excipientes ou
estabilizantes aceitaveis nédo sdo téxicos para os beneficiarios
nas dosagens e concentracdes empregues, e incluem tampdes tais
como fosfato, citrato, histidina e outros &cidos orgénicos;
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antioxidantes incluindo adcido ascdrbico e metionina;
conservantes (tais Ccomo cloreto de
octadecildimetilbenzilaménio; cloreto de hexametdénio; cloreto
benzalcdénio, cloreto de benzetdnio); fenol, &lcool butilico ou
benzilico; alguilparabenos tais como metilparabeno ou
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclo-hexanol; 3-pentanol;
e m-cresol); polipéptidos de baixo peso molecular (menos de
cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina sérica,
gelatina ou imunoglobulinas; polimeros hidréfilos tais como
polivinilpirrolidona; aminoadcidos tais como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina ou lisina; monossacéaridos,
dissacéridos e outros hidratos de carbono incluindo glucose,
manose ou dextrinas; agentes quelantes tais como EDTA; acucares
tais como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contra-ides
formadores de sais tais como sédio; complexos de metais (e.g.,
complexos Zn-proteina); e/ou tensioactivos ndo idnicos tais
como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietilenoglicol (PEG) . As
formulagdes farmacéuticas a utilizar para administracdo in vivo
sdo geralmente estéreis. Isto € prontamente conseguido por
filtracdo através membranas de esterilizacédo por filtracéao.

Os ingredientes activos podem também ser aprisionados em
microcédpsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de

coacervagdo ou por polimerizacdo interfacial, por exemplo,

hidroximetilcelulose ou microcépsulas de gelatina e
microcdpsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, em
sistemas de entrega de farmaco <coloidais (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsodes,

nanoparticulas e nanocéapsulas) ou em macroemulsbes. Estas
técnicas estdo divulgadas em Remington’s Pharmaceutical
Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Podem ser preparadas preparacdes de libertacdo sustentada.
Os exemplos adequados de preparacdes de libertacdo sustentada
incluem matrizes semipermedveis de polimeros hidréfobos sélidos
contendo o anticorpo ou o imunoconjugado da invencao, matrizes
estas que estdo na forma de artigos conformados, e.g., filmes,
ou microcédpsulas. Os exemplos de matrizes de libertacéo
sustentada incluem poliésteres, hidrogéis (por exemplo, poli (2-
hidroxietilmetacrilato), ou poli(4dlcool vinilico)),
polilactidas ( Pat. U.S. 3,773,919), copolimeros de &cido L-
glutémico e —etil-L-glutamato, copolimeros de etileno—-acetato
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de wvinilo nédo degradédveis, de &cido léactico-4cido glicdlico
degradaveis tais como o LUPRON DEPOT™ (microesferas injectéaveis
compostas por copolimero de &cido léactico-acido glicdlico e
acetato de leuprolida), e &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.
Enquanto polimeros tais como etileno-acetato de vinilo e &cido
lactico—-4cido glicdlico permitem a libertacdo de moléculas
durante mais de 100 dias, certos hidrogéis libertam proteinas
durante periodos de tempo mais curtos. Quando os anticorpos ou
os imunoconjugados encapsulados permanecem no corpo durante um
tempo longo, podem desnaturar ou agregar—-se em resultado da
exposigdo a humidade a 37°C, resultando uma perda de actividade
bioldgica e possivels alteragdes de imunogenicidade. Podem ser
deduzidas estratégias racionais para estabilizacdo dependendo
do mecanismo envolvido. Por exemplo, se é verificado que o
mecanismo de agregacdo ¢é a formacdo de ligacgdes S-S
intermoleculares através de interpermuta de tio-dissulfureto,
a estabilizacédo pode ser conseguida por modificacgdo de residuos
de sulfidrilo, 1liofilizacdo de solugdes &cidas, controlo do
teor de humidade, utilizando aditivos apropriados, e
desenvolvimento de composicdes de matrizes poliméricas
especificas.

Tratamentos com conjugado anticorpo-farmaco

Estd contemplado que os conjugados anticorpo-farmaco (ADC)
da presente invencdo possam ser utilizados para tratar véarias
doencas ou desordens, e.g. caracterizadas pela sobre-expressao
de um antigénio tumoral. Condicgdes ou desordens
hiperproliferativas exemplificativas incluem tumores benignos
ou malignos; leucemia e malignidades linfdides. Outras incluem

desordens neuronais, gliais, astrocitais, hipotalédmicas,
glandulares, macrofdgicas, epiteliais, estromais,
blastocélicas; inflamatérias, angiogénicas e imunolégicas,
incluindo auto-imunes. Ainda outras incluem cancros da

préstata, do pulméo e do cdbdlon.

Os compostos ADC que sao identificados nos modelos animais
e em ensaios a base de células podem ser adicionalmente testados
em ensaios clinicos em primatas superiores e seres humanos
portadores de tumores. Podem ser desenhados ensaios clinicos em
humanos para testar a eficdcia do anticorpo monoclonal anti-
STEA-P-1 ou do imunoconjugado da invencdo em pacientes que
sofrem de uma desordem proliferativa celular da préstata, do
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pulméo ou do cdé6lon incluindo, sem limitacdo, os cancros da
préstata, do pulmdo e do cdlon e metdstases destes cancros. O
ensaio clinico pode ser desenhado para avaliar a eficdcia de um
ADC em combinagdes com regimes terapéuticos conhecidos, tais
como radiacgao e/ou quimioterapia envolvendo agentes
quimioterapéuticos e/ou citotdéxicos conhecidos.

O cancro pode compreender células que expressam STEAP-1,
tal que um ADC da presente invencdo seja capaz de se ligar as
células cancerosas. Para determinar a expressao de STEAP-1 no
cancro, estéo disponiveis varios ensaios de
diagnéstico/progndstico. Numa concretizacdo, a sobre-expressio
de STEAP-1 pode ser analisada por IHC. Secgbes de tecido
embebidas em parafina de uma Dbidpsia tumoral podem ser
submetidas ao ensaio IHC e é-lhes atribuido um critério de
intensidade de coloracdo da proteina STEAP-1 em relacdo ao grau
de coloragdo e na proporgao das células tumorais examinadas.

Para a prevencao ou o tratamento de doencas, a dosagem
apropriada de um ADC iréd depender do tipo de doenca a tratar,
como acima definido, da gravidade e decurso da doencga, se a
molécula é administrada para fins preventivos ou terapéuticos,
da terapia anterior, do historial clinico do paciente e da
resposta ao anticorpo, e da discricdo do médico assistente. A
molécula é adequadamente administrada ao paciente de uma sé vez
ou ao longo de uma série de tratamentos. Dependendo do tipo e
da gravidade da doencga, cerca de 1 ug/kg a 15 mg/kg (e.g. 0,1-
20 mg/kg) de molécula constituem uma dosagem inicial candidata
para administracdo ao paciente, quer seja, por exemplo, em uma
ou mals administracdes separadas, quer seja por infuséo
continua. Uma dosagem didria tipica pode variar de cerca de
1 pg/kg a 100 mg/kg ou mais, dependendo dos factores mencionados
acima. Uma dosagem exemplificativa de ADC a administrar a um
paciente estd na gama de cerca de 0,1 a cerca de 10 mg/kg de
peso do paciente.

Para administracdes repetidas ao longo de varios dias ou
mais, dependendo da condicdo, o tratamento € sustentado até que
ocorra uma supressao desejada dos sintomas da doenca. Um regime
de dosagem exemplificativo compreende a administracdo de uma
carga de dosagem inicial de cerca de 4 mg/kg, seguida de uma
dose de manutencdo semanal de cerca de 2 mg/kg de um anticorpo
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anti-STEAP-1. Podem ser uUteis outros regimes de dosagem. A
progressao desta terapia € facilmente monitorizada por técnicas
e ensaios convencionais.

Terapia de Combinacdo

Um conjugado anticorpo-farmaco (ADC) da invencédo pode ser
combinado numa formulacdo farmacéutica de combinacdo, ou num
regime de dosagem na forma de terapia de combinacé&o, com pelo
menos um composto adicional possuindo propriedades
anticancerosas. O pelo menos um composto adicional da formulacéo
farmacéutica de combinacdo ou regime de dosagem possui
preferivelmente actividades complementares as do ADC da
combinacé&o de modo que néo se afectam adversamente um ao outro.

0O pelo menos um composto adicional pode ser um agente
quimioterapéutico, um agente citotdxico, uma citoquina, um
agente inibidor do crescimento, um agente anti-hormonal e/ou um
cardioprotector. Estas moléculas estdo adequadamente presentes
em combinacdo em quantidades que sao eficazes para a finalidade
pretendida. Uma composicdo farmacéutica contendo um ADC da
invencdo pode também possuir uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um agente quimioterapéutico tal como um inibidor da
formagcdo de tubulina, um inibidor de topoisomerase ou uma
aglutinante de ADN.

Num aspecto, o primeiro composto € um ADC anti-STEAP-1 da
invengdo e o pelo menos um composto adicional é um anticorpo
terapéutico outro que nao um anti-STEAP-1 (anticorpo nu ou um
ADC) . Numa concretizacdo, o pelo menos um composto adicional é
um anticorpo anti-PSCA. Numa concretizacdo o pelo menos um
composto adicional é um anticorpo anti-HERZ2, trastuzumab (e.g.,
Herceptin®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA). Numa
concretizacdo o pelo menos um composto adicional é um anticorpo
anti-HERZ2, pertuzumab (Omnitarg™, Genentech, Inc., South San
Francisco, CA, veja-se US6949245). Numa concretizacdo, o pelo
menos um composto adicional € um anticorpo anti-VEGE (e.g.,
Avastin®, Genentech, Inc.). Em cada caso, o0 pelo menos um
composto é um anticorpo nu ou um ADC). Numa concretizacdo, o
pelo menos um composto adicional € um anticorpo (um anticorpo
nu ou um ADC), e o anticorpo adicional é um segundo, um terceiro,
um quarto, um quinto, um sexto anticorpo ou mais, tal que uma
combinacdo destes segundo, terceiro, quarto, quinto, sexto, ou
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mais anticorpos (nus ou na forma de um ADC) ¢é eficaz no
tratamento de uma doenca celular proliferativa num tecido que
expressa STEAP-1.

Outros regimes terapéuticos podem ser combinados com a
administragcdo de um agente anticanceroso identificado de acordo
com a presente invencdo incluindo, sem limitacdo, terapia com
radiacdo e/ou transplantes de medula 6ssea e sangue periférico
e/ou um agente citotdxico, um agente quimioterapéutico ou um
agente inibidor do crescimento. Numa destas concretizacgdes, um
agente quimioterapéutico é um agente ou uma combinacdo de

agentes tais como, por exemplo, ciclofosfamida,
hidroxidaunorrubicina, adriamicina, doxorrubicina, vincristina
(Oncovinm™), prednisolona, CHOP, CVP ou Ccop, ou
imunoterapéuticos tais como anti-PSCA, anti-HER2 (e.g.,

Herceptin®, Omnitarg™) ou anti-VEGF (e.g., Avastin®). A terapia
de combinagcdo pode ser administrada na forma de um regime
simultdneo ou sequencial. Quando administrada sequencialmente,
a combinacdo pode ser administrada em duas ou mais
administracgdes. A administracéo combinada inclui co-
administracdo, utilizando formulacdes separadas ou uma uUnica
formulagcdo farmacéutica, e administracdo consecutiva por
qualquer ordem, em que preferivelmente hd um periodo de tempo
durante o qual ambos (ou todos) o0s agentes activos exercem
simultaneamente as suas actividades bioldgicas.

Numa concretizacdo, o tratamento com um ADC envolve a
administracdo combinada de um agente anticanceroso aqui
identificado, e um ou mais agentes quimioterapéuticos ou agentes
inibidores do crescimento, incluindo a co-administracdo de
cocktails de diferentes agentes quimioterapéuticos. Os agentes
gquimioterapéuticos incluem taxanos (tais como paclitaxel e
docetaxel) e/ou antibidticos de antraciclina. A preparacdo e 0s
esquemas de dosagem para estes agentes quimioterapéuticos podem
ser utilizados de acordo com as instrugdes do fabricante ou
como determinado empiricamente pelo técnico especialista. A
preparacao e esquemas de dosagem para esta gquimioterapia estéao
também descritos em "Chemotherapy Service", (1992) Ed., M.C.
Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md.

As dosagens adequadas para muitos dos anteriores agentes
co—administrados sao as presentemente utilizadas e podem ser
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diminuidas devido a accdo combinada (sinergia) do agente
recentemente identificado e outros agentes quimioterapéuticos
ou tratamentos.

A terapia de combinacado pode proporcionar "sinergia" e
provar—-se "sinérgica", i.e. o efeito conseguido quando os
ingredientes activos sdo utilizados em conjunto é superior a
soma dos efeitos que resultam da utilizacdo dos compostos
separadamente. Pode ser conseguido um efeito sinérgico guando
0s 1ngredientes activos sao: (1) co-formulados e administrados
ou entregues simultaneamente numa formulacdo combinada de
dosagem unitédria; (2) entregues em alternéncia ou em paralelo
na forma de formulacdes separadas; ou (3) por algum outro
regime. Quando entregues em terapia alternada, pode ser
conseguido um efeito sinérgico quando o©os compostos séao
administrados ou entregues sequencialmente, e.g. através de
diferentes injecgcdes em seringas separadas. Em geral, durante
a terapia alternada, ¢ administrada sequencialmente uma dosagem
eficaz de cada um dos ingredientes activos, i.e. em série,
enquanto na terapia de combinacéd&o, s&o administradas em conjunto
dosagens eficazes de dois ou mais ingredientes activos.

Metabolitos dos conjugados anticorpo—farmaco

Também caiem no presente ambito os produtos metabdlicos in
vivo dos compostos ADC aqui descritos, na medida em que estes
produtos sdo novos e nado sao o6bvios em relacdo ao estado da
técnica. Estes produtos podem resultar por exemplo de oxidacéao,
redugao, hidrdélise, amidacao, esterificacéo ou clivagem
enzimdtica do composto administrado. Desse modo, inclui
compostos novos e nado Obvios produzidos por um Processo
compreendendo o contacto de um composto da presente invencao
com um mamifero durante um periodo de tempo suficiente para
obter um seu produto metabdlico.

Os produtos metabolitos tipicamente sao identificados pela
preparacdo de um ADC radiomarcado (e.g. 14C ou 3H), a sua
administracdo parentérica numa dose detectédvel (e.g. superior
a cerca de 0,5 mg/kg) a um animal tal como o rato, ratinho,
porquinho-da-india, macaco ou o Homem, permitindo um tempo
suficiente para que ocorra o metabolismo (tipicamente cerca de
30 segundos a 30 horas) e isolamento dos seus produtos de
conversdo a partir da urina, do sangue ou de outras amostras



EP 2 502 938/PT
194

bioldégicas. Estes produtos sd&o facilmente isolados uma vez que
estdo marcados (outros sdo isolados wutilizando anticorpos
capazes de se ligar a epitopos que sobrevivem no metabolito).
As estruturas dos metabolitos sao determinadas da maneira
convencional, e.g. por anadlise MS, LC/MS ou RMN. Em geral, a
andlise de metabolitos é realizada da mesma maneira que estudos
convencionais de metabolismo de féArmacos bem conhecidos dos
peritos na especialidade. Os produtos de conversao, desde que
ndo se encontrem de outro modo in vivo, sdo Uteis em ensaios de
diagndéstico para doseamento terapéutico dos compostos ADC da
invencéo.

Outros métodos de utilizagdo de anticorpos anti-STEAP-1 e
imunoconjugados

Métodos de diagndéstico e métodos de detecgdo

Os anticorpos anti-STEAP-1 e imunoconjugados da invencéo
sdo Uteis para a deteccdo da presenca de STEAP-1 numa amostra
bioldégica. O termo "deteccado", como agqui se utiliza, abrange a
deteccdo quantitativa ou qualitativa. Uma amostra bioldgica
compreende uma célula ou um tecido. Estes tecidos podem incluir
tecidos normais e/ou cancerosos que expressam STEAP-1 em niveis
mais elevados em comparacao com outros tecidos, por exemplo, da
proéstata, do pulmdo e do cdlon.

A presente divulgacado proporciona um método de deteccgédo da
presenca de STEAP-1 numa amostra bioldgica. O método compreende
o contacto da amostra bioldgica com um anticorpo anti-STEAP-1
sob condigdes permissivas para ligacdo do anticorpo anti-
STEAP-1 a STEAP-1, e deteccédo se é formado um complexo entre o
anticorpo anti-STEAP-1 e STEAP-1.

A presente divulgagdo proporciona um método de diagndstico
de uma desordem associada com expressao aumentada de STEAP-1.
0O método pode compreender o contacto de uma célula de teste com
um anticorpo anti-STEAP-1; a determinacdo do nivel de expresséo
(quantitativa ou qualitativa) de STEAP-1 pela célula de teste
por deteccdo da ligacdo do anticorpo anti-STEAP-1 a STEAP-1; e
a comparacdo do nivel de expressdo de STEAP-1 pela célula de
teste com o nivel de expressdo de STEAP-1 por uma célula de
controlo (e.g., uma célula normal do mesmo tecido de origem que
a célula de teste ou uma célula que expressa STEAP-1 em niveis
compardveis a esta célula normal), em gque um nivel de expresséao
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de STEAP-1 superior pela célula de teste em comparacdo com a
célula de controlo indica a presencga de uma desordem associada
a expressao aumentada de STEAP-1. A célula de teste pode ser
obtida a partir de um individuo gque se suspeita possuir uma
desordem associada a expressao aumentada de STEAP-1. Em
determinadas concretizacdes, a desordem € uma desordem
proliferativa celular, tal como um cancro ou um tumor.

As desordens celulares proliferativas exemplificativas que
podem ser diagnosticadas utilizando um anticorpo da invencéao
incluem os cancros da prdstata, do pulmdo e do cdlon ou
metastases destes cancros.

Um método de diagnéstico ou deteccédo, tal como os acima
descritos, pode compreender a deteccdo da ligacdo de um
anticorpo anti-STEAP-1 a STEAP-1 expressa na superficie de uma
célula ou numa preparacgido de membrana obtida de uma célula que
expressa STEAP-1 na sua superficie. O método pode compreender
o contacto de uma célula com um anticorpo anti-STEAP-1 sob
condigdes permissivas a ligacédo do anticorpo anti-STEAP-1 a
STEAP-1, e deteccédo se é& formado um complexo entre o anticorpo
anti-STEAP-1 e STEAP-1 na superficie celular. Um ensaio
exemplificativo para deteccdo da ligacdo de um anticorpo anti-
STEAP-1 a STEAP-1 expressa na superficie de uma célula é um
ensaio "FACS".

Determinados outros métodos podem ser utilizados para
detectar a ligacdo de anticorpos anti-STEAP-1 a STEAP-1. Estes
métodos incluem, mas ndo se lhes limitando, ensaios de ligacéao
ao antigénio que s&o bem conhecidos na especialidade, tais como
Western blots, radioimunoensaios, ELISA (ensaio imunossorvente
com enzima ligada), imunoensaios em "sanduiche", ensaios de
imunoprecipitacéo, imunoensaios fluorescentes, imunoensaios com

proteina A e imuno-histogquimica (IHC).

Em determinadas concretizacbes, os anticorpos anti-STEAP-1
sdo marcados. 0s marcadores incluem, mas ndo se lhes limitando,
marcadores ou porgdes que sao detectadas directamente (tais
como marcadores fluorescentes, cromoféricos, densos em
electrdes, quimioluminescentes e radioactivos), assim como
porcdes, tais como enzimas ou ligandos, qgque sao detectados
indirectamente, e.g., através de uma reacgdo enzimdtica ou uma
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interacgdo molecular. Os marcadores exemplificativos incluemnm,
mas nao se lhes limitando, os radioisdétopos 32p, 14C, 12°I, °H e
1317, fluordforos tais como quelatos de terras-raras ou
fluoresceina e seus derivados, rodamina e seus derivados,
dansilo, umbeliferona, luceriferases, e.g., luciferase de
pirilampo e luciferase Dbacteriana (Pat. U.S. 4,737,456),
luciferina, 2,3-di-hidroftalazinodionas, peroxidase de réabano
(HRP) , fosfatase alcalina, -galactosidase, glucoamilase,
lisozima, sacérido-oxidases, e.g., glucose-oxidase, galactose-
oxidase e glucose-6-fosfato-desidrogenase, oxidases
heterociclicas tais como uricase e xantina-oxidase, acopladas
a uma enzima que emprega perdxido de hidrogénio para oxidar um
precursor de um corante tal como HRP, lactoperoxidase ou
microperoxidase, biotina/avidina, marcadores de spin,

marcadores bacteriofdgicos ou radicais livres estaveis.

Em determinadas concretizacbes, os anticorpos anti-STEAP-1
estdo imobilizados numa matriz insoluvel. A imobilizacdo
implica a separacdo do anticorpo anti-STEAP-1 de qualqgquer
STEAP-1 que permaneca livre em solugdo. Isto realiza-se
convencionalmente ou insolubilizando o anticorpo anti-STEAP-1
antes do procedimento de ensaio, como por adsorgcao a uma matriz
ou superficie insoluveis em 4&gua (Bennich et al., TU.S.
3,720,760), ou por acoplamento covalente (por exemplo,
utilizando reticulacdo com glutaraldeido), ou insolubilizando
0 anticorpo anti-STEAP-1 apds a formacdo de um complexo entre
o) anticorpo anti-STEAP-1 e a STEAP-1, e.g., por
imunoprecipitacéo.

O diagndéstico ou a deteccédo como descritos acima podem ser
realizados utilizando um imunoconjugado da invencao em vez de,
ou em adicéo a, um anticorpo anti-STEAP-1.

Métodos Terapéuticos

Um anticorpo ou um imunoconjugado da invencao podem ser
utilizados, por exemplo, em métodos terapéuticos in vitro, ex
vivo e in vivo. A divulgagdo proporciona métodos para a inibicéo
do crescimento ou da proliferacd&o celulares, quer in vivo quer
in vitro, o método compreendendo a exposicdo de uma célula a um
anticorpo anti-STEAP-1 ou um seu imunoconjugado sob condigdes
permissivas a ligacdo do imunoconjugado a STEAP-1. "Inibicgdo do
crescimento ou proliferacdo celulares"™ significa a diminuicgéo
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do crescimento ou da proliferacdo de uma célula em pelo menos
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 100%, e
inclui a indugé&o de morte da célula. A célula pode ser uma
célula tumoral. A célula pode ser uma célula da préstata, do
pulméo, do cdélon, da bexiga ou do ovario, ou uma célula de
sarcoma de Ewing. A célula pode ser um xenoenxerto, e.g., CoOmo
aquil exemplificado.

Um anticorpo ou um imunoconjugado da invencdo podem ser
utilizados para tratar ou prevenir uma desordem proliferativa
celular de células da préstata, do pulmdo, do cdlon, da bexiga
ou do ovario ou de sarcoma de Ewing. Em determinadas
concretizagdes, a desordem proliferativa celular estd associada
a expressdo e/ou actividade aumentadas de STEAP-1. Por exemplo,
a desordem proliferativa celular de células da prdstata, do
pulméo, do cdlon, da bexiga ou do ovario ou de sarcoma de Ewing
estd associada a expressdo aumentada de STEAP-1 na superficie
de uma célula da prdstata, do pulmdo, do cdlon, da bexiga ou do
ovario ou de sarcoma de Ewing. A desordem proliferativa celular
de células da prostata, do pulmdo, do cdlon, da bexiga ou do
ovadrio ou de sarcoma de Ewing pode ser um tumor ou um cancro ou
metastase destes cancros.

Num aspecto, a invencédo proporciona métodos para tratamento
de uma desordem proliferativa celular da préstata, do pulmdo ou
do cdédlon compreendendo a administracdo a um individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-STEAP-1 ou de um seu
imunoconjugado. O método para o tratamento de uma desordem
proliferativa celular da préstata, do pulmédo ou do cdélon
compreende a administracdo a um individuo de uma quantidade
eficaz de uma formulacgdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo anti-STEAP-1 ou um imunoconjugado anti-STEAP-1 e,
opcionalmente, pelo menos um agente terapéutico adicional, tal
como 0s aquil proporcionados.

Num aspecto, pelo menos alguns dos anticorpos ou
imunoconjugados da invencdo podem ligar-se a STEAP-1 de uma
espécie que nado a humana. Desse modo, ©0s anticorpos ou
imunoconjugados da invencao podem ser utilizados para ligar
STEAP-1, e.g., numa cultura celular contendo STEAP-1, em seres
humanos, ou em outros mamiferos possuindo uma STEAP-1 com que
um anticorpo ou imunoconjugado da invengao reage de modo cruzado
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(e.g. chimpanzé, babuino, sagui, macacos cynomolgus e rhesus,
cado, porco, rato ou ratinho). Numa concretizagdo, um anticorpo
ou um imunoconjugado anti-STEAP-1 podem ser utilizados para
direccionamento a STEAP-1 em células da proéstata, do pulmdo ou
do cdélon por contacto do anticorpo ou do imunocconjugado com
STEAP-1 para formar um anticorpo ou complexo imunoconjugado-—
antigénio de modo que uma citotoxina conjugada do imunoconjugado
aceda o interior da célula. Numa concretizacdo, a STEAP-1 a que
o anticorpo anti-STEAP-1 se 1liga ¢é STEAP-1 humana. Numa
concretizacdo, a STEAP-1 a gque o anticorpo anti-STEAP-1 se liga
€ STEAP-1 de macaco Cynomolgus. Numa concretizacgdo, o anticorpo
humanizado anti-STEAP-1 liga-se a STEAP-1 humana e/ou de macaco
Cynomolgus.

Um anticorpo ou um imunoconjugado anti-STEAP-1 podem ser
utilizados num método para ligacdo de STEAP-1 num individuo que
sofre de uma desordem associada a expressdo e/ou actividade
aumentadas de STEAP-1, o método compreendendo a administracdo
ao individuo do anticorpo ou do imunoconjugado de modo que a
STEAP-1 no individuo é ligada. Numa concretizacdo, o anticorpo
ou o imunoconjugado ligados sé&o internalizados na célula da
préstata, do pulmido, do cdlon, da bexiga ou do ovario ou de
sarcoma de Ewing qgque expressam STEAP-1. Numa concretizacgao, a
STEAP-1 & STEAP-1 humana, e o individuo ¢ um individuo humano.
Alternativamente, o individuo pode ser um mamifero que expressa
STEAP-1 a que um anticorpo anti-STEAP-1 se liga. Ainda
adicionalmente o individuo pode ser um mamifero em que foi
introduzida STEAP-1 (e.g., por administracdao de STEAP-1 ou por
expressao de um transgene que codifica STEAP-1).

Um anticorpo ou um imunoconjugado anti-STEAP-1 podem ser
administrados a um ser humano para fins terapéuticos.
Adicionalmente, um anticorpo ou um imunoconjugado anti-STEAP-1
podem ser administrados a um mamifero ndo humano que expressa
STEAP-1 com que o anticorpo reage de modo cruzado (e.g., um
primata, cdo, porco, rato ou ratinho) para fins veterindrios ou
como animal modelo de doenca humana. Em relacdo a este ultimo,
estes modelos animais podem ser Uteis para avaliacdo da eficécia
terapéutica de anticorpos ou imunoconjugados da invencédo (e.qg.,
teste de dosagens e decursos de tempo de administracdo).
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Os anticorpos ou imunoconjugados da invencdo podem ser
utilizados singularmente ou em combinacgdo com outras
composicgcdes numa terapia. Por exemplo, um anticorpo ou
imunoconjugado da invencdo pode ser co-administrado com pelo
menos um agente terapéutico adicional e/ou um adjuvante. Em
determinadas concretizacdes, um agente terapéutico adicional é
um agente citotdxico, um agente gquimioterapéutico ou um agente
inibidor do crescimento. Numa destas concretizacdes, um agente
quimioterapéutico é um agente ou uma combinacdo de agentes tais
como, por exemplo, ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina,
adriamicina, doxorrubicina, vincristina (Oncovinm™),
prednisolona, CHOP, CVP ou COP, ou imunoterapéuticos tais como
anti-PSCA (veja-se, por exemplo, US6824780), anti-VEGF (e.qg.,
Avastin®, Genentech, Inc.), anti-HER2 (e.qg., Herceptin®,
Omnitarg™ Genentech, 1Inc.), ou anti-HER2Z em combinacdo com
Taxol® (veja-se, por exemplo, BioWorld Today, Novembro 17, 1999,
pédgina 1), em que a terapia de combinacdo é Util no tratamento
de desordens celulares proliferativas, cancros e/ou metéstases
de cancros da prdéstata, do pulmdo e/ou do cdlon.

Estas terapias de combinacdo acima referidas abrangem a
administracdo combinada (em qgue dois ou mails agentes
terapéuticos sdo incluidos na mesma formulacdo ou em formulacgdes
separadas), e a administracdo separada, caso em qgue a
administracdo do anticorpo ou do imunoconjugado da invencgéao
pode ocorrer antes de, simultaneamente com, e/ou apds, a
administracdo do agente terapéutico adicional e/ou do
adjuvante. Os anticorpos ou imunoconjugados da invencao podem

também ser utilizados em combinacdo com terapia com radiacéo.

Um anticorpo ou um imunoconjugado da invencdo (e qualquer
agente terapéutico adicional ou adjuvante) podem ser
administrados através de qualquer meio adequado, incluindo
administracao parentérica, subcutéanea, intraperitoneal,
intrapulmonar e intranasal, e, se desejado para tratamento
local, intralesional. As infusdes parentéricas incluem
administracéo intramuscular, intravenosa, intra-arterial,
intraperitoneal ou subcutdnea. Em adicdo, o anticorpo ou o
imunoconjugado sao adequadamente administrados por infusdo por
pulsos, particularmente com doses decrescentes do anticorpo ou
do imunoconjugado. A dosagem pode ser por qualquer via adequada,
e.g. por injecgbes, tais como 1injecgdes intravenosas ou
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subcuténeas, dependendo em parte de se a administracdo é breve
ou crdnica.

Os anticorpos ou imunoconjugados da invencao serao
formulados, doseados e administrados de uma maneira consistente
com a boa préatica médica. Os factores a ter em consideracédo
neste contexto incluem a desordem particular a tratar, o
mamifero particular a tratar, a condicdo clinica do paciente
individual, a causa da desordem, o local de entrega do agente,
o método de administracdo, o esquema de administracdo, e outros
factores conhecidos dos praticantes de medicina. O anticorpo ou
o imunoconjugado nao precisam de ser, mas sao opcionalmente
formulados com um ou mais agentes actualmente utilizados para
prevenir ou tratar a desordem em questdo. A quantidade eficaz
destes outros agentes depende da guantidade de anticorpo ou de
imunoconjugado presente na formulacdo, do tipo de desordem ou
tratamento, e de outros factores discutidos acima. Estes séao
geralmente utilizados nas mesmas dosagens e vias de
administracdo agqui descritas, ou a cerca de 1 a 99% das dosagens
aquil descritas, ou em qualquer dosagem e por qualquer via que
empiricamente/clinicamente se determine apropriada.

Para a prevencdao ou o tratamento de doencas, a dosagem
apropriada de um anticorpo ou de um imunoconjugado da invencao
(quando utilizados singularmente ou em combinagdo com um ou
mais outros agentes terapéuticos adicionais, tais como agentes
gquimioterapéuticos) iréd depender do tipo de doenca a tratar, do
tipo de anticorpo ou imunoconjugado, da gravidade e decurso da
doenca, se o anticorpo ou o imunoconjugado s&o administrados
para fins preventivos ou terapéuticos, da terapia anterior, do
historial clinico do paciente e da resposta ao anticorpo ou ao
imunoconjugado, e da discricgdo do médico assistente. O anticorpo
ou o imunoconjugado sao adequadamente administrados ao paciente
de uma sé6 vez ou durante uma série de tratamentos. Dependendo
do tipo e gravidade da doenga, cerca de 1 ug/kg a 100 mg/kg
(e.g. 0,1 mg/kg-20mg/kg) de anticorpo ou imunoconjugado podem
ser uma dosagem 1inicial candidata para administracgcdoc ao
paciente, quer, por exemplo, numa ou mais administracdes
separadas, quer por infusdo continua. Uma dosagem didria tipica
pode variar de cerca de 1 pg/kg a 100 mg/kg ou mais, dependendo
dos factores acima mencionados. Para administracdes repetidas
ao longo de varios dias ou mais, dependendo da condicé&o, o
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tratamento serd geralmente sustentado até que ocorra uma
supressao desejada de sintomas da doenca. Uma dosagem
exemplificativa do anticorpo ou do imunoconjugado estard na
gama de cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 10 mg/kg. Assim, podem
ser administradas ao paciente uma ou mais doses de cerca de
0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg ou 10 mg/kg (ou gqualquer sua
combinacdo) de anticorpo ou imunoconjugado. Estas doses podem
ser administradas intermitentemente, e.g. semanalmente ou de
trés em trés semanas (e.g. de modo que o paciente recebe de
cerca de duas a cerca de vinte, ou e.g. cerca de seis doses do
anticorpo ou do imunoconjugado). Podem ser administradas uma
dose de carga inicial superior, seguida de uma ou mais doses
menores. Um regime de dosagem exemplificativo compreende a
administracdo de uma dose de carga inicial de cerca de 4 mg/kg,
seguida de uma dose de manutencdo semanal de cerca de 2 mg/kg
do anticorpo. Contudo, podem ser Uteis outros regimes de
dosagem. A progressdo desta terapia é facilmente monitorizada

por técnicas e ensaios convencionais.

Ensaios

Os anticorpos e imunoconjugados anti-STEAP-1 da invencao
podem ser caracterizados pelas suas propriedades
fisicas/quimicas e/ou actividades bioldgicas através de varios
ensaios conhecidos na especialidade.

Ensaios a actividade

S&o proporcionados ensalios para a identificacdo de
anticorpos anti-STEAP-1 ou seus 1munoconjugados possuindo
actividade bioldégica. A actividade bioldégica pode incluir,
e.g., a capacidade para inibir o crescimento ou a proliferacéao
celulares (e.g., actividade de "morte celular"™), ou a capacidade
para induzir morte celular, incluindo morte celular programada
(apoptose) . Séao também proporcionados anticorpos ou
imunoconjugados possuindo esta actividade bioldégica in vivo

e/ou 1in vitro.

Um anticorpo anti-STEAP-1 ou um seu imunoconjugado podem
ser testados quanto a sua capacidade para inibir o crescimento
ou a proliferacdo celulares in vitro. Os ensaios para inibicéao
do crescimento ou da proliferacao celulares sao bem conhecidos
na especialidade. Certos ensaios para a proliferacédo celular,
exemplificados por ensaios de "morte celular" aqui descritos,
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medem a viabilidade celular. Um destes ensaios é o Ensaio
Luminescente a Viabilidade Celular CellTiter-Glo™, gque esté
comercialmente disponivel em Promega (Madison, WI). Esse ensaio
determina o numero de células vidveis em cultura a base da
quantificacdo de ATP presente, que €& uma indicacéo de células
metabolicamente activas. Veja-se Crouch et al. (1993) J.
Immunol. Meth. 160:81-88, Pat. US 6602677. O ensaio pode ser
conduzido no formato de 96 ou 384 pogcos, © gque o torna
susceptivel a rastreio automatico de alto rendimento (HTS).
Veja-se Cree et al. (1995) AntiCancer Drugs 6:398-404. O
procedimento do ensaio envolve a adicdo de um Unico reagente
(Reagente CellTiter-Glo®) directamente as células em cultura.
Isto resulta na 1lise das células e na geragdo de um sinal
luminescente produzido por uma reaccao da luciferase. O sinal
luminescente é proporcional a quantidade de ATP presente, que
¢ directamente proporcional ao numero de células vidveis
presentes em cultura. Os resultados podem ser registados por um
luminémetro ou um dispositivo de imagiologia com cémara CCD. A
produgdo de luminescéncia € expressa como unidades relativas de
luz (RLU).

Outro ensaio para a proliferacdo celular € o ensaio "MTT",
um ensaio colorimétrico que mede a oxidacdo de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazdélio a formazano pela
redutase mitocdndrica. Tal como o ensaio CellTiter-Glo™, este
ensaio indica o numero de células metabolicamente activas
presentes numa cultura celular. Veja-se, e.g., Mosmann (1983)
J. Immunol. Meth. 65:55-63, e Zhang et al. (2005) Cancer Res.
65:3877-3882.

Um anticorpo anti-STEAP-1 pode ser testado quanto a sua
capacidade para induzir morte celular in vitro. Os ensaios a
inducdo de morte celular sao bem conhecidos na especialidade.
Estes ensaios podem medir, e.g., a perda de integridade da
membrana como indicado pela captacdo de iodeto de propidio (PI),
azul de tripano (veja—-se Moore et al. (1995) Cytotechnology,
17:1-11), ou 7AAD. Num ensaio exemplificativo de captacdo de
PI, as células sao cultivadas em Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco (D-MEM): F-12 de Ham (50:50) suplementado com 10% de
FBS inactivado por calor (Hyclone) e 2 mM de L-glutamina. Assim,
o ensaio é realizado na auséncia de complemento e células
imunitdrias efectoras. As células s&o semeadas a uma densidade
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de 3 x 10° por placa em placas de 100 x 20 mm e deixam-se fixar
durante a noite. O meio é removido e substituido por meio fresco
sozinho ou meio contendo vArias concentrag¢des do anticorpo ou
do imunoconjugado. As células sao incubadas durante um periodo
de tempo de 3 dias. Apds o tratamento, lavam-se as monocamadas
com PBS e destacam-se por tripsinizacdo. As células sdo entéo
centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos a 4°C, a pelete é
ressuspensa em 3 ml de tampdo de ligacdo de Ca?" (Hepes 10 mM,
pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl; 2,5 mM) e dividida em aliquotas em
12 x tubos e 75 mm com tampas filtrantes de 35 mm (1 ml por
tubo, 3 tubes por grupo de tratamento) para remocao de agregados
celulares. Os tubos recebem entdo PI (10 pg/ml). As amostras
sdo analisadas utilizando um citdmetro de fluxo FACSCAN™ e
software FACSCONVERT™ CellQuest (Becton Dickinson) . Os
anticorpos ou imunoconjugados que induzem niveis
estatisticamente significativos de morte celular como
determinado pela captacédo de PI sao assim identificados.

Um anticorpo ou um imunoconjugado anti-STEAP-1 podem ser
testados quanto a sua capacidade para induzir apoptose (morte
celular programada) in vitro. Um ensaio exemplificativo para
anticorpos ou imunoconjugados gque induzem apoptose € um ensaio
de ligacdo a anexina. Num ensaio de ligacdo a anexina
exemplificativo, as células sédo cultivadas e semeadas em placas
como discutido no pardgrafo precedente. O meio €& removido e
substituido por meio fresco sozinho ou meio contendo 0,001 a
10 pg/ml do anticorpo ou imunoconjugado. Apds um periodo de
incubacdo de trés dias, as monocamadas sao lavadas com PBS e
destacadas por tripsinizacéo. As células sao depois
centrifugadas, ressuspensas em tampdo de ligacdo de Ca?f, e
divididas em aliquotas em tubos como discutido no parégrafo
anterior. Os tubos recebem entdo anexina marcada (e.qg.
anexina V-FITC) (1 pg/ml). As amostras sdo analisadas utilizando
um citdémetro de fluxo FACSCAN™ e software FACSCONVERT™ CellQuest
(BD Biosciences). Os anticorpos ou imunoconjugados que induzem
niveis estatisticamente significativos de ligacdo a anexina
relativamente ao controlo sdo assim identificados. Outro ensaio
exemplificativo para anticorpos ou imunoconjugados que induzem
apoptose € um ensaio colorimétrico de ELISA de ADN e histona
para a deteccdo de degradacdo internucleossédmica de ADN
gendmico. Este ensaio pode ser realizado utilizando, e.g., o
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kit de ELISA de Deteccédo de Morte Celular (Roche, Palo Alto,
Ca).

As células para utilizacdo em qualquer dos ensaios in vitro
anteriores incluem células ou linhas celulares gue expressam
naturalmente STEAP-1 ou que foram manipuladas para expressar
STEAP-1. Estas células incluem células tumorais que sobre-
expressam STEAP-1 relativamente a células normais do mesmo
tecido de origem. Estas células também incluem linhas celulares
(incluindo linhas celulares tumorais) que expressam STEAP-1, e
linhas celulares que normalmente nédo expressam STEAP-1 mas foram
transfectadas com &cido nucleico que codifica STEAP-1.

Um anticorpo anti-STEAP-1 ou um seu imunoconjugado podem
ser testados quanto a sua capacidade para inibir o crescimento
ou a proliferacdo <celulares in vivo. Em determinadas
concretizacgdes, um anticorpo anti-STEAP-1 ou um seu
imunoconjugado podem ser testados guanto a sua capacidade para
inibir o crescimento tumoral in vivo. Podem ser utilizados para
este teste sistemas modelo in vivo, tais como modelos de
xenoenxerto. Num sistema de xencenxerto exemplificativo,
células tumorais humanas sdo introduzidas num animal ndo humano
adequadamente imunocomprometido, e.g., um ratinho SCID. Podem
ser administrados ao animal um anticorpo ou um imunoconjugado
da invencdo. E medida a capacidade do anticorpo ou do
imunoconjugado para inibir ou diminuir o crescimento tumoral.
No sistema de xenoenxerto anterior, as células tumorais humanas
podem ser células tumorais de um paciente humano. Estas células
Uteis para a preparacado de modelos de xenoenxerto incluem linhas
celulares tumorais humanas da prdstata, do pulmdo ou do cdédlon,
que incluem, sem limitacdo, células PC3 que expressam STEAP-1
exdgena, e células gue expressam naturalmente STEAP-1 que

incluem, sem limitacdo, células LnCAP (Southern Research
Institute, Birmingham, AL), células LuCAP77 e células LuCAP35V
(University of Washington, Seattle, WA). As células tumorais

humanas podem ser introduzidas num animal ndo humano
adequadamente imunocomprometido por injecgdo subcutédnea ou por
transplantagdo num local adequado, tal como uma almofada de
gordura mamaria.
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Ensaios de ligacdo e outros ensaios

Um anticorpo anti-STEAP-1 pode ser testado quanto a sua
actividade de ligacdo ao antigénio. Por exemplo, um anticorpo
anti-STEAP-1 pode ser testado quanto a sua capacidade para se
ligar a STEAP-1 exdgena ou enddgena expressa na superficie de
uma célula. Pode ser utilizado para este teste um ensaio FACS.

Podem ser utilizados ensaios de competicdo para identificar
um anticorpo monoclonal que compete com enxerto 120 ou suas
variantes humanizadas, incluindo sem limitacadao, anticorpo
120v.24, pela ligagcdo a STEAP-1. Este anticorpo competidor pode
ligar—-se ao mesmo epitopo (e.g., um péptido epitdépico linear ou
um epitopo conformacional formado por expressdo de STEAP1 na
superficie de uma célula) que ¢é ligado pelo anticorpo
enxerto 120, ou anticorpo enxerto 120 humanizado, incluindo a
variante de anticorpo anti-STEAP-1 humanizado 120v.24. Os
ensaios de competicdo exemplificativos incluem, mas ndo se lhes
limitando, ensaios de rotina tais como os que sao proporcionados
em Harlow e Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual ch,14
(Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Sé&o
proporcionados métodos exemplificativos detalhados para
mapeamento de um epitopo ao qual um anticorpo se liga em Morris
(1996) "Epitope Mapping Protocols", em Methods 1in Molecular
Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ). Diz-se que dois
anticorpos se ligam ao mesmo epitopo se cada um blogueia a
ligacdo do outro em 50% ou mais.

Num ensaio de competicéo exemplificativo, STEAP-1
imobilizada ¢é incubada numa solucdo compreendendo um primeiro
anticorpo marcado que se liga a STEAP-1 (e.g., anticorpo murino
120.545, anticorpo enxerto 120, ou anticorpo humanizado
120v.24) e um segundo anticorpo nédo marcado gque estd a ser
testado gquanto a sua capacidade para competir com o primeiro
anticorpo pela ligacdo a STEAP-1. O segundo anticorpo pode estar
presente num sobrenadante de hibridomas. Como controlo, STEAP-1
imobilizada ¢ incubada numa solug¢do compreendendo o primeiro
anticorpo marcado mas ndo o segundo anticorpo ndao marcado. Apds
incubacdo sob condicgcbes permissivas para ligacdo do primeiro
anticorpo a STEAP-1, o excesso de anticorpo ndo ligado ¢é
removido, e ¢é medida a quantidade de marcador associado a
STEAP-1 imobilizada. Se a quantidade de marcador associado a
STEAP-1 imobilizada é substancialmente reduzida na amostra de
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teste relativamente a amostra de controlo, entdo isso indica
que o segundo anticorpo estd a competir com o primeiro anticorpo
pela ligacdo a STEAP-1. Uma STEAP-1 imobilizada estd presente
na superficie de uma célula ou numa preparacdo de membrana

obtida de uma célula que expressa STEAP-1 na sua superficie.

Os anticorpos anti-STEAP-1 purificados podem ser
adicionalmente caracterizados por uma série de ensaios
incluindo, mas nao se lhes limitando, sequenciacdo N-terminal,
andlise de aminoacidos, cromatografia liquida de alta presséao
(HPLC) nao desnaturante e de excluséo por tamanhos,
espectrometria de massa, cromatografia de permuta idnica e
digestao com papaina.

Numa concretizacdo, a invencdo contempla um anticorpo
alterado que possul algumas, mas nao todas, as funcgdes
efectoras, o que o torna um candidato desejavel para muitas
aplicacdes em gque a semivida do anticorpo in vivo é importante
ainda que certas funcdes efectoras (tais como complemento e
ADCC) sejam desnecessdrias ou prejudiciais. Em determinadas
concretizacbes, as actividades de Fc do anticorpo sdoc medidas
para assegurar gue apenas as propriedades desejadas séo
mantidas. Podem ser conduzidos ensaios de citotoxicidade
in vitro e/ou 1in vivo para confirmar a reducdo/deplecdo de
actividades de CDC e/ou ADCC. Por exemplo, podem ser conduzidos
ensaios de ligacado a receptores de Fc (FcR) para assegurar que
0 anticorpo néo tem ligacgdo a Fc R (portanto provavelmente nao
tem actividade de ADCC), mas retém capacidade de ligacdo a FcRn.
As células principais para mediagdo de ADCC, as células NK,
expressam Fc(RIII apenas, enquanto o0s monécitos expressam
Fc(RI, Fc(RII e Fc(RIII. A expressdao de FcR em células
hematopoiéticas estd resumida na Tabela 3 na pagina 464 de
Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-92 (1991). Um exemplo
de um ensaio in vitro para determinar a actividade de ADCC de
uma molécula de interesse estd descrito nas Patentes U.S.
5,500,362 ou 5,821,337. As células efectoras uUteis para estes
ensaios incluem células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) e células assassinas naturais (NK). Alternativamente, ou
adicionalmente, a actividade de ADCC da molécula de interesse
pode ser avaliada in vivo, e.g., num modelo animal tal como o©
divulgado em Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998). Podem
também ser realizados ensaios de ligagdo a Clg para confirmar
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que o anticorpo é incapaz de se ligar a Clg e portanto ndo tem
actividade de CDC. Para avaliar a activacdo do complemento,
pode ser realizado um ensaio de CDC, e.g. como descrito em
Gazzano—-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (199%6).
Determinacdes da ligacgdo a FcRn e de depuracédo/semivida in vivo
podem também ser realizadas utilizando métodos conhecidos na
especialidade.

EXEMPLOS

Seguem-se exemplos de métodos e composigdes da invencéo.
Estd entendido que podem ser postas em pratica varias outras
concretizacdes, dada a descricdo geral acima proporcionada.

Exemplo 1: Preparacdo de anticorpos anti-STEAP-1 humanizados

As moléculas de acido nucleico que codificam variantes de
sequéncia de aminodcidos do anticorpo, de fragmento de
anticorpo, de dominio VL ou de dominio VH, sdo preparadas
através de uma variedade de métodos conhecidos na especialidade.
Estes métodos incluem, mas nado se lhes limitando, o isolamento
a partir de uma fonte natural (no caso de variantes de sequéncia
de aminocécidos de ocorréncia natural) ou a preparagado por
mutagénese mediada por oligonucledtidos (ou dirigida ao local),
mutagénese por PCR e mutagénese por cassetes, de uma variante
anteriormente preparada ou uma versao nao variante do anticorpo,
fragmento de anticorpo, dominio VL ou dominio VH. Por exemplo,
podem  ser criadas Dbibliotecas encontrando posicgdes de
aminocdcidos acessiveis de VL em VH, e opcionalmente numa ou
mais CDR, para substituicdo de aminodcidos com aminodcidos
variantes utilizando o método de Kunkel. Veja-se, e.g., Kunkel
et al., Methods Enzymol. (1987), 154:367-382 e o0s presentes
exemplos. A geragdo de sequéncias aleatdérias é também descrita
adiante nos Exemplos.

A sequéncia de oligonucledétidos inclui um ou mais dos
conjuntos de coddes desenhados para uma posicao particular numa
CDR (HVR) ou regido FR de um polipéptido da invencédo. Um
conjunto de coddes ¢é um conjunto de diferentes sequéncias
tripletos de nucledtidos utilizadas para codificar aminodcidos
variantes desejados. Os conjuntos de coddes podem ser
representados utilizando simbolos para designar nucledtidos
particulares ou misturas equimolares de nucledétidos como
mostrado adiante de acordo com o cdédigo IUB.
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cODIGOS IUB

G Guanina
A Adenina
T Timina

C Citosina

R (A ou G)

Y (C ou T)

M (A ou C)

K (G ou T)

S (C ou G)

W (A ou T)

H (A ou C ou T)
B (C ou G ou T)
V (A ou C ou G)
D (A ou G ou T)
N (A ou C ou G ou T)

Por exemplo, no conjunto de codbes DVK, D pode ser oS
nucledétidos A ou G ou T; V pode ser A ou G ou C; e K pode ser
G ou T. Este conjunto de coddes pode apresentar 18 diferentes
coddes e pode codificar os aminoacidos Ala, Trp, Tyr, Lys, Thr,
Asn, Lys, Ser, Arg, Asp, Glu, Gly e Cys.

Conjuntos de oligonucledétidos ou iniciadores podem ser
sintetizados wutilizando métodos padréo. Um conjunto de
oligonucleétidos pode ser sintetizado, por exemplo, por sintese
em fase sdlida, contendo sequéncias que representam todas as
combinacgdes possiveis de tripletos de nucledétidos
proporcionadas pelo conjunto de coddes e que codificardo o grupo
desejado de aminocédcidos. A gsintese de oligonucledtidos com
"degenerescéncia"™ de nucledtidos seleccionados em certas
posicbes é bem conhecida na especialidade. Estes conjuntos de
nucledétidos possuindo certos conjuntos de coddes podem ser
sintetizados wutilizando sintetizadores comerciais de Aacido
nucleico (disponiveis, por exemplo, de Applied Biosystems,
Foster City, CA), ou podem ser obtidos comercialmente (por
exemplo, de Life Technologies, Rockville, MD). Portanto, um
conjunto de oligonucledétidos sintetizado possuindo um conjunto
particular de coddes ird tipicamente incluir uma pluralidade de
oligonucledétidos com diferentes sequéncias, as diferencas
estabelecidas pelo conjunto de coddes dentro da sequéncia
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global. Os oligonucledétidos, como utilizado de acordo com a
invengdo, possuem sequéncias que permitem a hibridag¢do com um
molde de &4cido nucleico do dominio varidvel e também podem

incluir locais para enzimas restricado, para fins de clonagem.

Num método, podem ser criadas sequéncias de acido nucleico
que codificam aminodcidos variantes por mutagénese mediada por
oligonucledétidos. Esta técnica é bem conhecida na especialidade
como descrito por Zoller et al., 1987, Nucleic Acids Res.
10:6487-6504. Resumidamente, sdo criadas sequéncias de &acido
nucleico que codificam aminodcidos variantes por hibridacédo de
um conjunto de oligonucledtidos que codificam os conjuntos
desejados de coddes com um molde de ADN, onde o molde é a forma
de cadeia simples do plasmideo contendo uma sequéncia molde de
dcido nucleico da regido variavel. Apds hibridacdo, € utilizada
ADN-polimerase para sintetizar uma segunda cadeia complementar
completa do molde que ird assim incorporar o oligonucledtido
iniciador, e 1r4d —conter ©os conjuntos de coddes como
proporcionado pelo conjunto de oligonucledtidos.

Geralmente, sdo utilizados oligonucledétidos de pelo menos
25 nucledtidos de comprimento. Um oligonucledétido odptimo terd
12 a 15 nucledétidos que sdo completamente complementares ao
molde de cada lado do(s) nucledtido(s) que codificam para a(s)
mutacao (6es) . Isto assegura que o oligonucledtido ird hibridar
correctamente com a molécula molde de ADN de cadeia simples. Os
oligonucledtidos sao prontamente sintetizados utilizando
técnicas conhecidas na especialidade tais como a descrita por
Crea et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 75:5765 (1978).

0O molde de ADN é gerado pelos vectores que sdo derivados
de vectores de bacteridfago M13 (os vectores M13mpl8 e M13mpl9
comercialmente disponivel s&o adequados), ou pelos vectores que
contém uma origem de replicacdo fédgica de cadeia simples como
descrito por Viera et al., Meth. Enzymol., 153:3 (1987). Assim,
o ADN que de pretende mutar pode ser inserido num destes
vectores de modo a gerar o molde de cadeia simples. A producéo
do molde de cadeia simples é descrita nas secgbes 4.21-4.41 de
Sambrook et al., acima.

Para alterar a sequéncia de ADN nativa, o oligonucledtido
¢ hibridado com o molde de cadeia simples sob condigdes de
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hibridacdo adequadas. Uma enzima de polimerizacdo de ADN,
usualmente ADN-polimerase de T7 ou o fragmento de Klenow da
ADN-polimerase I, € entdo adicionada para sintetizar a cadeia
complementar do molde wutilizando o oligonucledétido como
iniciador para a sintese. E assim formada uma molécula de
heteroduplex tal que uma cadeia de ADN codifica a forma mutada
do gene 1, e a outra cadeia (o molde original) codifica a
sequéncia nativa, ndo alterada, do gene 1. Esta molécula de
heteroduplex ¢é entdo transformada numa célula hospedeira
adequada, usualmente um procariota tal como E. coli JM101. Apds
crescimento das células, estas sao plaqueadas em placas de
agarose e rastreadas utilizando o oligonucledétido iniciador
radiomarcado com um 32-Fosfato para identificar as coldnias
bacterianas que contém o ADN mutado.

0 método descrito imediatamente acima pode ser modificado
de modo a criar uma molécula de homoduplex em qgue ambas as
cadeias do plasmideo contém a(s) mutacédo (des). As modificacdbes
sdo as seguintes: O oligonucledétido de cadeia simples ¢é
hibridado com o molde de cadeia simples como descrito acima.
Uma mistura de trés desoxirribonucledétidos,
desoxirriboadenosina (dATP), desoxirriboguanosina (dGTP) e
desoxirribotimidina (dTT), é combinada com uma
tiodesoxirribocitosina modificada denominada dCTP-(as) (que
pode ser obtida de Amersham). Esta mistura ¢é adicionada ao
complexo molde-oligonucledtido. Apds a adigdo de ADN-polimerase
a esta mistura, €& gerada uma cadeia de ADN idéntica ao molde
excepto quanto a bases mutadas. Em adicdo, esta nova cadeia de
ADN ird conter dCTP-(aS) em vez de dCTP, gue serve para a
proteger da digestdo por endonucleases de restricdo. Apds a
cadeia molde do heteroduplex de cadeia dupla ser cortada com
uma enzima de restricdo apropriada, a cadeia molde pode ser
digerida com nuclease Ex0oIII ou outra nuclease apropriada depois
da regido gue contém o(s) local(ais) gque vado sofrer mutagénese.
A reaccéo é entdo parada para deixar uma molécula que é apenas
parcialmente de cadeia simples. E entdo formado um homoduplex
de ADN completo de cadeia dupla utilizando ADN-polimerase na
presenga de todos os quatro desoxirribonucledétido-trifosfatos,
ATP e ADN-ligase. Esta molécula de homoduplex pode entdo ser
transformada numa célula hospedeira adequada.
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Como indicado previamente, a sequéncia do conjunto de
oligonucledétidos tem comprimento suficiente para hibridar com
o molde de &cido nucleico e pode também conter, embora néo
necessariamente, locais de restricdo. O molde de ADN pode ser
gerado pelos vectores que sao derivados de vectores de
bacteridéfago M13 ou vectores que contém uma origem de replicacéo
fadgica de cadeia simples como descrito por Viera et al. ((1987)
Meth. Enzymol., 153:3). Assim, o ADN que se pretende mutar tem
que ser inserido num destes vectores de modo a gerar o molde de
cadeia simples. A producédo do molde de cadeia simples esta
descrita nas secgdes 4.21-4.41 de Sambroock et al., supra.

De acordo com outro método, pode ser gerada uma biblioteca
proporcionando a montante e a Jjusante conjuntos de
oligonucleétidos, em que cada conjunto possul uma pluralidade
de oligonucledétidos com sequéncias diferentes, sendo as
diferentes sequéncias estabelecidas pelos conjuntos de coddes
proporcionados no interior da sequéncia dos oligonucledtidos.
Os conjuntos de oligonucledétidos a montante e a Jusante,
juntamente com uma sequéncia molde de &cido nucleico de dominio
variavel, podem ser utilizados numa reaccdo em cadeia pela
polimerase para gerar uma "biblioteca" de produtos de PCR. Os
produtos de PCR podem ser referidos como "cassetes de é&cido
nucleico", poils podem ser fundidos com outras sequéncias de
dcido nucleico relacionadas ou ndo relacionadas, por exemplo,
proteinas do revestimento viral e dominios de dimerizacéao,
utilizando técnicas de biologia molecular estabelecidas.

Os conjuntos de oligonucledtidos podem ser utilizados numa
reacgdo em cadeia pela polimerase utilizando uma sequéncia de
molde de &cido nucleico de dominio varidvel como molde para
criar cassetes de acido nucleico. A sequéncia do molde de &acido
nucleico de dominio varidvel pode ser qgualquer porcao das
cadeias pesadas de imunoglobulina contendo as sequéncias de
4dcido nucleico alvo (ie., sequéncias de &cido nucleico qgue
codificam aminodcidos alvo para substituicdo). A sequéncia do
molde de &cido nucleico de regido varidvel & uma porcg¢do de uma
molécula de ADN de cadeia dupla possuindo uma primeira cadeia
de 4&cido nucleico e uma segunda cadeia de &cido nucleico
complementar. A sequéncia do molde de acido nucleico de dominio
variavel contém pelo menos uma porcdo de um dominio varidvel e
possui pelo menos uma CDR. Em alguns casos, a sequéncia do molde
de 4&cido nucleico de dominio varidvel contém mais do gque uma
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CDR. Uma porcgdo a montante e uma porcg¢do a jusante da sequéncia
do molde de &cido nucleico de dominio varidvel podem ser alvos
para hibridacdo com membros de um conjunto de oligonucledtidos
a montante e um conjunto de oligonucledétidos a jusante.

Um primeiro oligonucledétido do conjunto de iniciadores a
montante pode hibridar com a primeira cadeia de acido nucleico
e um segundo oligonucledétido do conjunto de iniciadores a
jusante pode hibridar com a segunda cadeia de &cido nucleico.
Os iniciadores oligonucleotidicos podem incluir um ou mais
conjuntos de coddes e ser desenhados para hibridar com uma
porcdo da sequéncia do molde de &cido nucleico de regiao
variavel. A utilizacdo destes oligonucledétidos pode introduzir
dois ou mais conjuntos de coddes no produto da PCR (i.e., a
cassete de dcido nucleico) apds a PCR. O iniciador
oligonucledétido que hibrida com regides da sequéncia de &acido
nucleico que codificam o dominio varidvel do anticorpo inclui
porcdes que codificam residuos de CDR gue sao alvos para

substituicdo de aminocécidos.

Os conjuntos de oligonucledétidos a montante e a Jjusante
podem também ser sintetizados para incluirem locais de restricéao
no interior da sequéncia oligonucleotidica. Estes locais de
restrigcdo podem facilitar a insergdo das cassetes de 4&acido
nucleico (i.e., produtos da reaccao PCR) num vector de expresséao
possuindo uma sequéncia de anticorpo adicional. Numa
concretizacdo, os locais de restricdo s&do desenhados para
facilitar a clonagem das cassetes de &cido nucleico sem
introduzir sequéncias de &cido nucleico estranhas ou remover
sequéncias de &cido nucleico de CDR ou de esqueleto originais.

As cassetes de 4cido nucleico podem ser clonadas em
qualgquer vector adequado para expressdao de uma porcao ou da
totalidade da sequéncia da cadeia leve ou pesada contendo as
substituig¢des de aminodcidos alvo geradas por via da reaccgédo
PCR. De acordo com métodos detalhados na invencdo, a cassete de
acido nucleico é clonada num vector que permite a producdo de
uma porcdo ou da totalidade da sequéncia da cadeia leve ou
pesada fundida com a totalidade ou uma porgdo de uma proteina
do revestimento viral (i.e., criando uma proteina de fusdo) e
exibida na superficie de uma particula ou de uma célula. Embora
estejam disponiveis e possam ser utilizados na préatica da
presente invencdo varios tipos de vectores, 0s vectores
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fagemidicos sdo os vectores preferidos para utilizar aqui, pois
podem ser construidos com relativa facilidade, e podem ser
prontamente amplificados. 0Os vectores fagemidicos geralmente
contém uma variedade de componentes incluindo promotores,
sequéncias de sinal, genes de seleccao fenotipica, locais de
origem de replicacgdo, e outras componentes necessadrias como é
conhecido pelas pessoas competentes na matéria.

Quando se pretende expressar uma combinacdo de aminodcidos
variante particular, a cassete de 4acido nucleico contém uma
sequéncia que é capaz de codificar a totalidade ou uma porcéo
do dominio varidvel da cadeia pesada ou leve, e & capaz de
codificar as combinagdes de aminodcidos variantes. Para a
produgdo de anticorpos contendo estes aminodcidos variantes ou
combinacdes de aminodcidos variantes, como numa biblioteca, as
cassetes de &acido nucleico podem ser inseridas num vector de
expressao contendo uma sequéncia de anticorpo adicional, por
exemplo a totalidade ou porgdes dos dominios varidveis ou
constantes das regides varidveis da cadeia leve e pesada. Estas
sequéncias de anticorpo adicionais podem também ser fundidas a
outras sequéncias de acidos nucleicos, tais como sequéncias que
codificam proteinas do revestimento viral e portanto permitem
a producédo de uma proteina de fusao.

A humanizacédo de anticorpo murino anti-STEAP-1 humana é
aqui descrita.

Materiais e Métodos

Os numeros dos residuo estdo de acordo com Kabat (Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.,
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD (1991)). Sdo utilizadas as abreviaturas dos aminocacidos de
letra Unica. As degenerescéncias do ADN estdo representadas
utilizando o cdédigo IUB (N = A/C/G/T, D = A/G/T, V = A/C/G, B=
c/G/T, H= A/C/T, K = G/T, M = A/C, R = A/G, S = G/C, W= A/T, Y
= C/T).

Clonagem de dominios varidveis de 120 murino e geragdo de
um anticorpo 120 quimérico - ARN total foi extraido de células
de hibridoma produtoras de M2-120.545 (aqui designado por "120
murino” ou "mul20") utilizando métodos padrdo. Os dominios
varidvel leve (VL) e varidvel pesado (VH) foram amplificados
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utilizando RT-PCR com iniciadores degenerados nas cadeias
pesadas e leves. 0Os iniciadores directos eram especificos para
a sequéncia de aminocdcidos N-terminal das regides VL e VH.
Respectivamente, 0os 1iniciadores inversos LC e HC foram
desenhados para hibridar com uma regido no dominio constante
leve (CL) e no dominio 1 constante pesado (CH1), dgque séo
altamente conservados entre as espécies. Os VL e VH amplificados
foram clonados em vectores de expressdo de mamifero. A sequéncia
polinucleotidica das inserc¢des foi determinada wutilizando
métodos de sequenciacdo de rotina. As sequéncias de aminoacidos
de VL e VH de M2-120.545 ("mu 120") estdo apresentadas nas
Figuras 2A e 2B, respectivamente.

Geragcdo de quimera 120 murino — Fol preparado um anticorpo
anti-STEAP-1 quimérico por fusdo das regides variavel pesada
(VH) e wvariavel 1leve (VL) de 120 murino com os dominios
constantes de uma IgG humana. O anticorpo resultante é designado
aqui "quimera 120," "120 quimera", "IgG 120 quimérica", ou "Fc
quimera".

Enxertos directos da regido hipervaridvel no esqueleto de
consenso humano aceitador - Variantes construidas durante a
humanizagdo de 120 murino foram avaliadas tanto como proteina

na forma de uma IgG como na forma de um Fab exibido sobre fagos.

0 fagemideo utilizado para este trabalho € um vector de
exibicdo de Fab-g3 monovalente e consiste em dois quadros de
leitura abertos sob o controlo do promotor phoA. O primeiro
quadro de leitura aberto consiste na sequéncia de sinal stII
fundida com os dominios VL e CH1 da cadeia leve aceitadora e ©
segundo consiste na sequéncia de sinal stII fundida com os
dominios VH e CH1 da cadeia pesada aceitadora seguidos pela
proteina do revestimento fagico menor P3.

Os dominios VL e VH de 120 murino foram alinhados com as
sequéncias de consenso capa I de VL humana (huKI) e do
subgrupo III de VH humana (hulll). Para preparar os enxertos de
CDR, regides hipervaridveis do anticorpo 120 murino foram

enxertadas nos esqueletos aceitadores de huKI e hulIll.

A regides hipervaridveis do anticorpo 120 murino (mul20)
foram manipuladas no esqueleto de consenso humano aceitador
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para gerar o enxerto de CDR directo (aqui designado por
"enxerto 120" ou "120 enxerto"). No dominio VL enxertaram-se as
seguintes regides no aceitador de consenso humano: posigdes 24-
34 (L1), 50-56 (L2) e 89-97 (L3). No dominio VH, enxertaram-se
as posicbes 26-35a (H1), 49-65 (H2) e 95-102 (H3). As sequéncias
das regides varidveis de cadeia leve e pesada do enxerto 120
estdo apresentadas nas Figuras 2A-2B. As CDR (também designadas
aqui por HVR) estadao apresentadas em caixas (Figuras 2A-2B).
Estas defini¢bes de CDR incluem as posigbes definidas pela
hipervariabilidade da sua sequéncia (ref de Kabat), pela sua
localizacgédo estrutural (ref de Chothia) e pelo seu envolvimento
em contactos antigénio-anticorpo (MacCallum et al. J. Mol. Biol.
262: 732-745 (1996)).

As variantes de enxerto directo expressas como Fab exibido
sobre fagos ou como uma IgG foram geradas por mutagénese de
Kunkel utilizando um oligonucledétido separado para cada regiao
hipervaridvel. O0Os clones correctos foram determinados por

sequenciacadao do ADN.

Geragdo de variantes fdgicas de 120 humanizado - Foram
geradas variantes 120 humanizadas na forma de Fab exibido sobre
fagos por mutagénese de Kunkle. Adicionou-se um oligonucledétido
fosforilado a 300 ng de molde de Kunkel em Tris 50 mM, pH 7,5,
MgCl; 10 mM num volume final de 10 pl. Hibridou-se a mistura a
90°C durante 2 min, a 50°C durante 5 min e depois arrefeceu-se
em gelo. Preencheu-se entdao o molde hibridado por adicédo de 0,5
pl de ATP 10mM, 0,5 pl dos ANTP 10mM (10mM de cada dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 1 pl de DTT 100mM, 1 pl de tampdo 10X TM (Tris
0,5 M, pH 7,5, MgCl, 0,1 M ), 80 U de ligase de T4, e 4 U de
polimerase de T7 num volume total de 20 pl durante 2 h a
temperatura ambiente. O produto preenchido e ligado foi depois
transformado em células XLl-blue (Stratagene). O0Os clones
correctos foram identificados por sequenciagdo de ADN.

Os clones féagicos correctos foram crescidos em 25 ml de
2YT contendo 50 ng/ml de carbenacilina e fago auxiliar M13/KO7
(MOI 10) durante a noite a 37°C.

Avaliagdo de variantes de 120 humanizado - Variantes
humanizadas expressas como IgG foram avaliadas por andlise FACS
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utilizando linhas celulares positivas (293 Steapl NT LB50) e
negativas (293 vector S408) para Steapl.

As variantes humanizadas expressas na forma de um Fab
exibidos sobre fagos foram também avaliadas por andlise FACS.
Os fagos que expressam variantes de Fab foram primeiro avaliados
quanto ao seu nivel de exibicdo de Fab utilizando um ELISA de
fagos utilizado para detectar um marcador flag fundido com a
cadeia leve do Fab. Revestiram-se placas de microtitulo MaxiSorp
com anti-gD 1766 a 10 pg/ml em PBS durante uma noite e depois
bloguearam-se com blogueador de Caseina. Os fagos dos
sobrenadantes da cultura foram diluidos em série em PBST
contendo 0,5% de BSA numa placa de microtitulo de cultura de
tecidos e foram transferidos para os pogos revestidos durante
1 h para capturar o fago de exibicdo de Fab. A placa foil lavada
com PBST e adicionou-se anti-M13 conjugado com HRP (Amersham
Pharmacia Biotech) (1:5000 em PBST contendo 0,5% de BSA) durante
40 min. Lavou-se a placa com PBST e desenvolveu-se por adicgao
de substrato Tetrametilbenzidina (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD). Utilizou-se a absorvancia a
405 nm como uma estimativa do nivel de exibicdo de Fab na
superficie dos fagos. As preparagdes de fagos foram normalizadas
para exibicd&o por diluigcdo. Utilizaram-se os fagos de baixa
exibicé&o (e.g. a quimera) sem purificagdo para a anadlise FACS.

Para a andlise FACS da ligacdo dos fagos, as células foram
removidas da placa utilizando EDTA 2 mM, e foram recolhidas num
tubo de fundo cénico de 15 mL e sedimentadas por centrifugacao.
As células (5 X 10° células por amostra) foram ressuspensas em
100 pL de fagos (normalizados por nivel de exibigdo) em tampéo
de FACS (FBS a 1%, PBS com EDTA 2 mM) e incubadas durante 1-2
horas em gelo. As amostras foram lavadas duas vezes com tampao
de FACS por centrifugacdo. Adicionou-se anticorpo anti-M13 5G7
de controlo (Genentech, Inc. South San Francisco, CA) a 2 ug/mL
e incubou-se em gelo durante pelo menos 45 minutos. Lavaram-se
as amostras duas vezes com tampao de FACS por centrifugacéo.
Adicionou-se uma diluicao de 1:200 de PE anti-ratinho (Fragmento
Fcy de cabra anti-IgG de ratinho com R-ficoeritrina, Jackson
Immunoresearch) e incubou-se em gelo durante 30 minutos. As
amostras foram novamente lavadas duas vezes com tampdo de FACS
por centrifugacéo e analisadas por FACS.
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For a andlise de IgG por FACS, as células foram preparadas
como na FACS dos fagos. Cada IgG foi adicionada a 5 pg/mL em
gelo durante 1 hora. As amostras foram lavadas duas vezes com
tampdo de FACS por centrifugacdo e adicionou-se uma diluicao de
1:200 de conjugado de PE anti-humano (Fragmento Fcy anti-IgG
humana de cabra com R-ficoeritrina, Jackson Immunoresearch)
durante 30 minutos. As amostras foram novamente lavadas duas
vezes com tampao de FACS por centrifugacdo e as amostras foram
analisadas por FACS.

Produgdo de IgG e Determinacdo da Afinidade - A IgG foi
purificada por cromatografia de afinidade com Proteina G. As
determinacdes da afinidade foram realizadas por anédlise
Scatchard em células 293 STEAP-1 NT LBS50.

Resultados e Discussao

Desenho de enxerto de atribuigdo de CDR e sequéncias do
dominio varidvel de 120 murino - O esqueleto aceitador humano
utilizado para a humanizacdo de M2-120.545 & baseado no dominio
de consenso de VL capa I humano e no dominio de consenso de VH
do subgrupo III humano. Os dominios VL e VH de M2-120.545 murino
foram, cada um, alinhados com os dominios humanos capa I e
subgrupo III; cada regido de complementaridade (CDR) foi
identificada e enxertada no esqueleto aceitador humano para
gerar um enxerto de CDR que podia ser exibido na forma de um
Fab em fagos e expresso na forma de uma IgG. As sequéncias de
regides variaveis de anticorpo humanizado anti-STEAP-1 verséao
24 estdo apresentadas nas Figuras 22 e 2B. O Fab de enxerto 120
exibido em fagos e a IgG de enxerto 120 foram testados quanto
a ligacdo a células que expressam STEAP-1 exdgena (293 STEAP-1
NT LB50) por anédlise FACS. Embora a IgG de enxerto 120 se
ligasse especificamente as células que expressam STEAP-1, o
sinal de FACS observado para a IgG de enxerto 120 foi inferior
ao observado para a IgG 120 quimérica indicando uma perda na
afinidade de ligacao. A exibicdo em fagos do Fab de enxerto 120
também gerou um sinal de FACS que foi apenas observado em
células que expressam STEAP-1. O desvio foi inferior ao
observado para a IgG 120 quimérica. A andlise Scatchard da IgG
de enxerto 120 também indicou uma perda significativa
(aproximadamente 50 vezes) na afinidade de ligacdo (KD = 36 nM
para o 120v.78; KD = 260 nM para o enxerto 120).
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Humanizagdo de M2-120.545 - Aproximadamente 30 posicgdes de
vernier que influenciam a conformacao das CDR e o empacotamento
do dominio VL:VH foram identificadas e as alteracdes nestas
posicbes entre os esqueletos dador e humano deverdo ser
consideradas aquando da humanizacdo de anticorpos (Foote, J. e
Winter, G., J. Mol. Biol, 224 (2):487-499 (1992)). Uma avaliacao
do alinhamento de M2-120.545 murino com o dominio VL capa I
humano de consenso e o0 dominio VH do subgrupo III humano de
consenso revelou diferencas de sequéncia em 6 posicgdes de
vernier chave no dominio VH: 24, 37, 48, 67, 73, 78 (veja-se a
Figura 2B). Para avaliar a influéncia destas posicgdes, residuos
de murino foram individualmente introduzidos no dominio VH do
subgrupo III humano de consenso do Fab sobre o fago. Isto
envolveu efectuar as seguintes mutacdes no Fab de enxerto 120
exibido no fago individualmente: A24V (120.v24), V371
(120.v37), Vv48M (120.v48), F67I (120.v67), e L78F (120.v78). A
N73T nédo foil testada. Cada variante de fago foi normalizada por
diluicdo até um nivel de exibicdo de Fab equivalente determinado
pela titulagdo de um marcador epitdépico fundido a cadeia leve
exibida no fago e depoils avaliada quanto a ligacdo a STEAP-1
por andlise FACS em células que expressam STEAP-1 (293 STEAP-1

NT LB50) e células gue ndo a expressam (293 vector S$S408). O
termo "2.4rio" refere-se ao anticorpo secunddrio na andlise FACS.
O termo " —-120" refere-se ao anticorpo anti-STEAP-1 120 murino.
O termo " -10H1"™ refere-se a um anticorpo de controlo. Os termos

"Fago 24" e "fago 37" referem-se a variantes anti-STEAP-1
humanizadas como aqui divulgado exibidas em fagos. "fago Ch 120"
refere-se a quimera 120 exibida num fago, e "fago enxerto 120"
refere-se ao enxerto 120 exibido num fago (Figura 6). A
importdncia da normalizacdo de clones fadgicos pelo seu nivel de
exibicdo de Fab é ilustrada pela andlise FACS do enxerto 120 e
diferentes titulos de fago: 7x10%? fagos/ml na Figura 6 e 2 x
1011 fagos/ml na Figura 6. Apds diluicdo para a menor
concentracado de fagos, o fago de enxerto 120 ja& nédo produziu um
desvio de FACS observavel. Assim, a normalizacdo dos diferentes
clones fagicos quanto ao seu nivel de exibigdo foi um passo
importante para a avaliacdo das suas diferencas de afinidade em
relacdo a Steapl.

Apds a normalizacdo quanto aos niveis de exibicdo de Fab,
a variante do enxerto 120 contendo a mutacdo adicional A24V
(120.v24) produziu um desvio em FACS superior as outras
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variantes (Figura 6). Quando expresso na forma de uma IgG, o
120.v24 produziu um desvio em FACS similar ao do anticorpo 120
quimérico em todas as concentracdes testadas. A subsequente
andlise Scatchard de 120.v24 indicou uma Kd de 2,2 nM para a
ligacdo a células 293 STEAP-1 NT LB50,
vezes em relacdo a quimera 120 e ao M2-120.545 murino original

(Tabela 2).

uma melhoria de duas

Tabela 2: Afinidade de ligacdo de anticorpo anti-STEAP-1 para
com a STEAP-1 da superficie celular (Kd (nM))
Linha celular MAb anti-STEAP-1( quimera 120 anti-STEAP-1
murino 120.545 humanizado
nM 120v.24
PC3-PS5.4 17,5 nM 9,9 nM -
(STEAP-1 exdgena) 187 256 locais (103 204 locais
por célula por célula
293.LB50 (STEAP-1 4,7 nM 4,9 nM 2,2 nM
exdgena) 301 100 locais |252 892 locais| 264 172 locais
por célula por célula por célula
LNCaP-BR (STEAP-1 1,5 nM 0,9 nM -
enddgena) 37 207 locais 22 021 locais
por célula por célula

A actividade de ligacado de anticorpos anti-STEAP-1 nus, de
120 murino e quimera 120 foi também testada utilizando andlise
FACS.
293 estéaveis
PsS5.4,
também

A ligagdo foi comparada para STEAP-1 exdégena em células
STEAP-1 NT LB50, STEAP-1
e STEAP-1 enddgena em células LNCaP. Os resultados estéao
7D-7F. Células NT LB50
exdgena na superficie celular foram
(ATCC CRL-
Células PS5.4 que expressam

células PC3 estéaveis

apresentados nas Fig. que
expressam STEAP-1 humana
preparadas por transformacgdo estdvel de células 293
1573) com ADN de STEAP-1 humana.
STEAP-1 humana exdgena na superficie celular foram preparadas
(ATCC CLL-1435) com ADN de

(ATCC CRL-1740) expressam STEAP-1

por transformacgdo estavel de PC3
STEAP-1 humana. Células LNCaP
endogenamente.
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Exemplo 2: Caracterizacdo de anticorpos anti-STEAP-1

Os anticorpos anti-STEAP-1 (anticorpos nus e conjugados de
anticorpo e farmaco aqui divulgados) foram caracterizados ou
podem ser caracterizados de acordo com métodos padrao.

Ensaios a base de ELISA: O rastreio de anticorpo anti-

STEAP-1 por ELISA é realizado como se segue, com todas as
incubacdes efectuadas a temperatura ambiente. Placas de teste
(Nunc Immunoplate) foram revestidas durante 2 horas com STEAP-1
purificada em tampdo de carbonato de sdédio 50 mM, pH 9,6, depois
foram bloqueadas com albumina sérica bovina a 0,5% em solugédo
salina tamponada com fosfato (PBS) durante 30 minutos, e depois
foram lavadas quatro vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20
(PBST) . Adicionaram-se sobrenadantes do anticorpo de teste e
incubou-se duas horas com agitacao, depois lavou-se quatro vezes
com PBST. As placas foram desenvolvidas por adicdo de 100
nl/pogco de uma solugdo contendo 10 mg de dicloridrato de o-
fenilenodiamina (Sigma, #P8287) e 10 pl de uma solucgdo de
perdéxido de hidrogénio a 30% em 25 ml de tampdo de fosfato e
citrato, pH 5,0, e incubou-se durante 15 minutos. A reaccdo é
parada por adigcdo de 100 pl/pog¢o de &cido sulfdarico 2,5 M. Os
resultados s&o obtidos por leitura das placas num leitor de
placas de ELISA automdtico a uma absorvédncia de 490 nm.

Caracterizacdo da ligacdo anti-STEAP-1 por andlise Scatchard:

A afinidade de ligacdo do anticorpo monoclonal pode, por
exemplo, ser determinada pela andlise Scatchard descrita em
Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980) wutilizando
técnicas padrdo bem conhecidas na especialidade relevante.
Veja-se também Scatchard, G., Ann. N.Y. Acad. Sci. 51:660
(1947) .

Exemplo 3: Producdo de Conjugados de anticorpo anti-STEAP-1 e
farmaco

Produgdo de ADC anti-STEAP-1 com auristatina - Foram
produzidos ADC anti-STEAP-1 por conjugacao de anticorpos anti-
STEAP-1 120.545 murino, quimera 120, enxerto 120 e variantes de
esqueleto 120 humanizado com as seguintes porcdes de farmaco-
ligante: spp-DM1, smcc-DM1, MC-vc-PAB-MMAE; MC-vc-PAB-MMAF; MC-
MMAE, MC-MMAF, vc-MMAE e vc-MMAF, em que as porcgdes fadrmaco-
ligante e de e os métodos de fixagdo sdo aqui divulgados assim
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como em WO 2004/010957, publicado em 5 de Fevereiro, 2004,
W02006/034488, publicado em 9 de Setembro, 2005, e em Doronina,
S.0. et al., Nature Biotechnol. 21:778-784 (2003).

Antes da conjugacdo, o0s anticorpos foram parcialmente
reduzidos com TCEP utilizando métodos padrdo de acordo com a
metodologia descrita em WO 2004/010957. Os anticorpos
parcialmente reduzidos foram conjugados com as porcgdes de
farmaco-ligante anteriores utilizando métodos padrdo de acordo
com a metodologia descrita em Doronina et al. (2003) Nat.
Biotechnol. 21:778-784 e US 2005/0238649 Al. Resumidamente, o0s
anticorpos parcialmente reduzidos foram combinados com as
porcdes de farmaco-ligante para permitir a conjugacdo das
porcdes a residuos de cisteina. As reaccgdes de conjugacdo foram
extintas, e os ADC foram purificados. A carga de farmaco (numero
médio de porgdes de farmaco por anticorpo) para cada ADC foi
determinada por HPLC. Como aqui se utiliza, a componente

ligante-f4drmaco de um ADC, "-MC-vc-PAB-MMAE" ou "-MC-vc-PAB-
MMAF" é por vezes abreviada para "-vcMMAE" ou "-vcMMAF", e a
componente "-MC-MMAF" & por vezes abreviada para "MCMMAF" ou
"mcMMAFE . "

Producdo de ADC anti-STEAP-1 com maitansindide - Foram

produzidos ADC anti-STEAP-1 por conjugac¢do de anticorpos anti-
STEAP-1, 120 murino, gquimera 120, enxerto 120 e variantes de
esqueleto 120 humanizado, com a porc¢édo de fdrmaco-ligante —-smcc-
DM1. Esta conjugacédo pode ser realizada de acordo com o método
divulgado em WO 2005/037992 para a conjugacdo de anticorpo anti-
HER2 Herceptin®.

Exemplo 4: Ensaio de Reducdo do Volume Tumoral In Vivo

Para testar a eficédcia de anticorpos monoclonais anti-
STEAP-1 conjugados com toxina ou nao conjugados, gquanto a
capacidade para reduzir o wvolume tumoral in vivo e in vitro,
foli empregue o seguinte protocolo.

Linhas de células de mamifero e xenoenxertos tumorais
humanos: a 293 é uma linha de células de rim embriondrio humano
imortalizadas (referéncia ATCC: CRL1573), a PC-3 é& uma linha
celular de adenocarcinoma da prdéstata humano (referéncia ATCC:
CRL1435) e a LNCaP ¢& uma linha celular de carcinoma da prdéstata
(ATCC CRL1740). Todas as células foram crescidas em meio de
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Eagle modificado por Dulbecco com elevado teor de glucose e F12
de Ham 50/50 suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
2mM de glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina e cultivadas
a 37°C em 5% de COz. As linhas celulares 293 e PC-3 estéaveis
foram geradas por transfeccdo (Fugene, Roche) com um vector
dirigido por citomegalovirus que <codifica ou STEAP1 de
comprimento completo (LB50 e PS5.4, respectivamente) ou um
vector vazio e foram seleccionadas em G418 a 400 pg/ml
(Geneticin, Life Technologies). Os modelos de explante da
préstata humana, LuCAP77 e LuCAP35V, foram obtidos da University
of Seattle.

A expressdo de STEAP-1 exdégena e enddgena na superficie
celular foi demonstrada por imuno-histoquimica (IHC) e andlise
FACS como se segue. Anticorpos anti-STEAP-1 de ovelha e de
ratinho (Agensys, Inc., Santa Monica, CA) foram gerados contra
um péptido amino-terminal intracelular de STEAP-1 (veja-se
Hubert, R.S., Vivanco, I. et al., PNAS 25:14523-14528 (1999)).
Os anticorpos monoclonais contra os dominios extracelulares de
STEAP-1 (Agensys, Inc.) foram gerados por imunizacdo de ratinhos
com células 293T transientemente transfectadas com STEAP-1.
Para a anédlise IHC, o anticorpo anti-STEAP-1 de ovelha primério
foi utilizado para a deteccé&o. Para a andlise FACS, as células
foram crescidas até 90% da confluéncia e removidas das placas
utilizando EDTA 2 mM em PBS. As células foram lavadas e
ressuspensas em tampd&o de FACS (PBS com 1% de BSA) e incubadas
durante 60 minutos com anticorpos anti-STEAP1 a temperatura
ambiente seguindo-se 60 minutos com o anticorpo secundario
apropriado conjugado com ficoeritrina. A andlise foi realizada
num FACSscan (BD Biosciences). Para a imunofluorescéncia, as
células foram crescidas em lédminas da cémara durante a noite e
depois incubadas com anticorpo primdrio a 37°C durante 60
minutos. As células foram fixadas em paraformaldeido,
blogueadas em BSA a 1% e incubadas com o anticorpo secundario
apropriado conjugado com fluoresceina.

Utilizaram-se modelos de xenoenxerto de cancro da prdstata
in vivo para testar a eficédcia dos ADC anti-STEAP-1. Estes
modelos incluiram a linha celular ILNCaP humana (ATCC CRL-1740
ou Southern Research Institute, Birmingham, AL). Os modelos de
explante da prdstata incluiram LuCaP77 e LuCaP35V (University
of Washington, Seattle, WA). Cada modelo de explante de prdstata
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foi mantido por transplantes em série em ratinhos SCID- beige
machos castrados (modelo independente de androgénios, LuCAP
35V) ou nédo castrados (modelo dependente de androgénios, LuCAP
77), de Charles River Lab. 0Os ratinhos ndo castrados receberam
uma pelete de testosterona antes da implantacdo, enquanto a
castracdo foli realizada pelo menos duas semanas antes da
implantacdo do tumor para permitir que os niveis de testosterona
atingissem o nadir. Quando os ratinhos dadores tinham tumores
entre 800-1000 mm?®, o tecido tumoral foi assepticamente removido
e dissectado em pequenas pecas implantaveis (aproximadamente 20
mm®) nos animais do estudo. O tumor é colocado num bolso no
local do implante e a pele & fechada wutilizando clipes
cirtirgicos. Para o modelo da linha celular LNCaP, as células
LNCaP crescidas in vitro foram injectadas subcutaneamente a 8-
10 milhées de células por ratinho em matrigel a 50% em ratinhos
SCID-beige machos gque tinham recebido uma pelete de
testosterona. Quando a dimensdo média do tumor atingiu 100-200
mm®, agruparam-se aleatoriamente os animais em dez grupos de
dez ratinhos cada e deu-se-lhes uma administracdo IV unica de
ADC de anticorpo de teste ou anticorpo de controlo (nu ou
controlo). Em algumas experiéncias, foram administradas
miltiplas doses de anticorpo de teste ou de controlo (vejam-se
as Figuras 8A, 9, e 10). Em algumas experiéncias, foram
administradas uma uUnica dose de anticorpo teste e de controlo
como observado nas Figuras 8B e 11. Quando o modelo de explante
da proéstata era LuCap 77, foi implantada uma pelete de
testosterona nos ratinhos aproximadamente 3-7 dias antes da
transplantacdo de tumor exdgeno. Os tumores foram medidos duas
vezes por semana durante 4 semanas, depols uma ou duas vezes
por semana durante o restante tempo do estudo ou uma vez por
semana ao longo de todo o estudo. Um volume tumoral
significativamente inferior nos animais de teste ao longo do
tempo foi considerado uma indicacdo de eficdcia. Em alguns
casos, o volume tumoral diminuiu significativamente desde o
volume inicial e permaneceu baixo ao longo de todo o estudo. Os
resultados estdo representados em grafico nas Figuras 8-11.

Conjugados anti-STEAP-1 com o farmaco auristatina reduzem o

volume do tumor da prdéstata in vivo

A administracdo de anti-STEAP-1 murino 120-MC-vc-PAB-MMAE
a 3 mg/kg foi eficaz num modelo de xenoenxerto de tumor da
prostata (células LNCaP-Ner). Utilizaram-se PBS e anti-gpl20-
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MC-vc-PAB-MMAE (3 mg/kg) como controlos. As doses foram
administradas nos dias 0, 7 e 14. Veja-se a Figura B8A.

A administracdo de anticorpo anti-STEAP-1 humanizado
120v.24-MC-vc-PAB-MMAE (3 mg/kg), 120v.24-MC-MMAF (6 mg/kg),
120v.24-MC-MMAF (12 mg/kg) e anti-STEAP-1 quimera 120-MC-vc-
PAB-MMAE (3 mg/kg) a ratinhos SCID beige transplantados com
tumor LNCap-Ner (tratados com uma pelete de testosterona como
aqui descrito) mostrou-se eficaz. Utilizaram-se veiculo, anti-
ambrésia-MC-vc-PAB-MMAE (3 mg/kqg) e anti-ambrdésia-MC-MMAF
(12 mg/kg) como controlos. As doses foram administradas nos
dias indicados na Figura 8. Os resultados estdo representados
em grafico na Figura 8B.

A administracdo de anticorpo anti-STEAP-1 gquimera 120-MC-
vc-PAB-MMAE (3 mg/kg) e anti-STEAP-1 qguimera 120-MC-MMAF
(6 mg/kg) mostrou-se eficaz num modelo de xenoenxerto de cancro
da préstata de ratinhos SCID-beige transplantados com células
LNCaP. Foram administradas aos ratinhos trés doses
aproximadamente nos dias 15, 25 e 30 a 3 mg/kg (anti-
STEAP-vcMMAE) ou 6 mg/kg (anti-STEAP-mcMMAF). Utilizaram-se
anti-ambrésia-MC-vc-PAB-MMAE (3 mg/kg) e anti-ambrdésia-MC-MMAF
(6 mg/kg) de controlo. Veja-se a Figura 9.

A  administracdo de anticorpo anti-STEAP-1 humanizado
quimera 120-MC-vc-PAB-MMAE (3 mg/kg) mostrou-se eficaz num
modelo de xenoenxerto de cancro da préstata de ratinhos SCID
beige machos (dependente de androgénios) transplantados com
células LuCap 77. 0Os controlos foram veiculo e anti-ambrdsia-
MC-vc-PAB-MMAE. Foram administradas trés doses a 3 mg/kg de
anticorpos de teste e de controlo. Veja-se a Figura 10.

A administracédo de anticorpo anti-STEAP-1 humanizado
120v.24-MC-vc-PAB-MMAE a 3 mg/kg, anticorpo anti-STEAP-1
120v.24-MC-MMAF a 6 mg/kg e 12 mg/kg a ratinhos castrados SCID-
beige transplantados com tumor da prdéstata LuCap35V mostrou-se
eficaz relativamente aos controlos. A carga de farmaco foi de
3,1 por anticorpo. Os anticorpos de controlo foram anti-
ambrésia-MC-MMAF administrado a 12 mg/kg, e anti-gp 120-MC-vc-
PAB-MMAE administrado a 6 mg/kg. Veja-se a Figura 11.
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Conjugados anti-STEAP-1 com o fArmaco auristatina reduzem o

volume do tumor da prdéstata in vitro

Realizaram-se ensaios de morte celular in vitro para
avaliar a eficédcia de conjugados anti-STEAP-1 com faArmaco para
inibir o crescimento e/ou matar células que expressam STEAP-1.
Resumidamente, células que expressam STEAP-1 foram plaqueadas
a aproximadamente 2000 células/po¢o numa placa de 96 pocos e
tratadas 24 horas mais tarde em duplicado com conjugado de
fadrmaco e anticorpo. As placas foram incubadas durante 5-7 dias
a 37°C e desenvolvidas com o kit ensaio da viabilidade celular
luminescente CellTiter-Glo® (Promega, Madison, WI, EUA). As
células de teste incluiram células PS5.4 (células PC3 qgue
expressam STEAP-1 exdgena), células LB50 (células 293 que
expressam STEAP-1 exdgena), células PC3 transfectadas com
vector sozinho, células 293 transfectadas com vector sozinho e
células LNCaP que expressam STEAP-1 enddgena. 0Os conjugados de
anticorpo e farmaco testados incluiram anticorpo-MC-MMAF de
controlo, anticorpo-vc-MMAE de controlo, anticorpo anti-STEAP-1
quimera 120-vc-MMAE, anticorpo anti-STEAP-1 quimera 120-MC-MMAF
(dois lotes diferentes de material), e anticorpo anti-STEAP-1
quimera-vc-MMAF. Os resultados estao apresentados na
Figura 14A-E.

Exemplo 5: Preparacdo de anticorpos anti-STEAP-1 manipulados
com cisteina para conjugacdo por redugdo e Reoxidacédo

Anticorpos monoclonais anti-STEAP-1 de comprimento
completo, manipulados com cisteina, (TioMab) expressos em
células CHO, sdo dissolvidos em borato de sdédio 500 mM e cloreto
de sédio 500 mM a cerca de pH 8,0 e reduzidos com um excesso de
cerca de 50-100 wvezes de TCEP 1 mM (cloridrato de tris(2-
carboxietil) fosfina (Getz et al. (1999) Anal. Biochem. Vol
273:73-80; Soltec Ventures, Beverly, MA) durante cerca de 1-2
h a 37°C. O TioMab reduzido ¢ diluido e carregado numa coluna
HiTrap S em acetato de sédio 10 mM, pH 5, e eluido com PBS
contendo cloreto de sédio 0,3 M. O TioMab reduzido eluido é
tratado com &cido desidroascédrbico 2 mM (dhAA) a pH 7 durante
3 horas, ou sulfato de cobre aquoso 2 mM (CuSO4) a temperatura
ambiente durante a noite. A oxidacdo ao ar ambiente pode também
ser eficaz. O tampédo € trocado por eluicdo sobre resina Sephadex
G25 e eluido com PBS com DTPA 1 mM. O valor de tiol/Ab é
verificado por determinacdo da concentracdo de anticorpo
reduzido a partir da absorvadncia a 280 nm da solugdo e a
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concentracdo de tiol por reaccgdo com DTNB (Aldrich, Milwaukee,
WI) e determinacdo da absorvancia a 412 nm.

Exemplo 6: Preparacdo de conjugados de anticorpo anti-STEAP-1

manipulado com cisteina e farmaco por conjugacdo de anticorpos
anti—STEAP-1 manipulados com cisteina e intermedidrios farmaco-

ligante

Apds os procedimentos de redugdo e reoxidacao do Exemplo 5,

o anticorpo anti-STEAP manipulado com cisteina é dissolvido em
tampao PBS (solucdao salina tamponada com fosfato) e arrefecido
em gelo. Cerca de 1,5 equivalentes molares relativamente a
cisteinas manipuladas por anticorpo de um intermediédrio
farmaco-ligante de auristatina, tal como MC-MMAE
(maleimidocaproilmonometilauristatina E), MC-MMAF, MC-val-cit-
PAB-MMAE ou MC-val-cit-PAB-MMAF, com um grupo funcional
reactivo com tiol tal como maleimido, sdo dissolvidos em DMSO,
diluidos com acetonitrilo e &gua, e adicionados a anticorpo
reduzido, reoxidado, arrefecido, em PBS. Apds cerca de uma hora,
¢ adicionado um excesso de maleimida para extinguir a reaccéao
e rematar quaisquer grupos tiol do anticorpo gue nao reagiram.
A mistura reaccional é concentrada por ultrafiltracéao
centrifuga e o conjugado de farmaco e anticorpo anti-STEAP-1
manipulado com cisteina € purificado e dessalinizado por eluicédo
através de uma resina G25 em PBS, filtrado através de filtros
de 0,2 um sob condicdes estéreis, e congelado para armazenagem.

Através do procedimento acima, prepararam-se os seguintes
conjugados de anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina e
fadrmaco (onde a numeracdo para as variantes € a numeracéo
normalizada de Kabat para a cadeia leve e a numeracao EU para
a cadeia pesada), como aqui proporcionado e na Figura 17):

tio humano 120-MC-MMAF por conjugacao de cadeia 1leveV205C tio
hu 120 e MC-MMAF;

tio humano 120-MC-MMAF por conjugacao de cadeia pesadaAll8C tio
hu 120 e MC-MMAF;

tio humano 120-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugacado de cadeia
leve V205C tio hu 120 e MC-val-cit-PAB-MMAE; e

tio humano 120-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugacado de cadeia
pesada”All8C tio hu 120 e MC-val-cit-PAB-MMAE.
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Exemplo 7: Caracterizacao de anticorpos anti-STEAP-1
manipulados com cisteina

Os conjugados de anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com
cisteina e farmaco (TDC) preparados como descrito acima foram
ensaiados para confirmar que retinham a actividade do anticorpo
progenitor in vitro. Os TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-vc-PAB-
MMAE (LCV205C) (abreviado para huSteapl TDC (L205C) vcE e tio-
humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA 118C) (abreviado para huSteapl TDC
(HCA118C) vcE) foram avaliados quanto a ligacéo a STEAP-1 por
andlise FACS em células gue expressam (293 STEAP-1 NT LB50) e
que nao expressam (293 vector S408) STEAP-1. A expressdo "2, ario
apenas" refere-se ao anticorpo secundadrio na analise FACS. O
controlo de TDC (vcE) e o controlo ADC std (vcE) sao conjugados
de anticorpo de controlo tio e ndo-tio vc-PAB-MMAE e féarmaco,
respectivamente. O huSteapl ADC (std) é um conjugado de farmaco
vc-PAB-MMAE derivado do anticorpo anti-STEAP-1 humano
progenitor. Como mostrado, os TDC produziram desvios de FACS
similares ao do huSteapl ADC progenitor.

Foram também realizados ensaios de morte celular in vitro,
para avaliar a eficédcia dos conjugados de anticorpo anti-STEAP-1
manipulado com cisteina e fadrmaco para inibir o crescimento
e/ou a morte de células que expressam STEAP-1. Resumidamente,
células que expressam STEAP-1 foram plagueadas a
aproximadamente 2000 células/poco numa placa de 96 pocos e foram
tratadas 24 horas mais tarde em duplicado com conjugado de
fadrmaco e anticorpo. As placas foram incubadas durante 5-7 dias
a 37°C e desenvolvidas com o kit ensaio da viabilidade celular
luminescente C(CellTiter-Glo® (Promega, Madison, WI, EUA). As
células de teste incluiram PS5.4 (células PC3 gue expressam
STEAP-1 exdgena), LB50 (células 293 que expressam STEAP-1
ex6égena) e células LNCaP que expressam STEAP-1 enddgena. Os
conjugados de anticorpo e fadrmaco testados incluiram anticorpo-
vc-MMAE de controlo (ADC std controlo (vcE)), tio anticorpo-vc-—
MMAE de controlo (TDC controlo (vcE)), os TDC anti-STEAP-1 tio-
humano 120-vc-PAB-MMAE (LCV205C) (abreviado para huSteapl TDC
(L205C) wvcE e tio-humano 120-vc-PAB-MMAE (HCAl1l 18C) (abreviado
para huSteapl TDC (HCA118C) wvcE), e huSteapl ADC (std), um
conjugado de farmaco vc-PAB-MMAE derivado do anticorpo anti-
STEAP-1 humano progenitor. Como mostrado nas Figuras 19A-C, os
TCD anti-STEAP-1 retém a actividade do ADC progenitor in vitro.
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Exemplo 8: Ensaios de reducdo do volume tumoral in vivo para

conjugados de anticorpo anti-STEAP-1 manipulado com cisteina e
farmaco

Utilizaram—-se modelos de xenoenxerto de cancro da prdstata
in vivo para testar a eficédcia de ADC anti-STEAP-1 manipulados
com cisteina. Estes modelos e os protocolos de teste empregues
correspondiam aos descritos no Exemplo 4.

A administracdo do TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-vc-PAB-
MMAE (HCA118C) (abreviado para huSteapl HC TDC vcE) (3 mg/kg)
a ratinhos SCID beige transplantados com tumor LNCap-Ner
(tratados com uma pelete de testosterona como aqui descrito)
mostrou-se eficaz. Utilizaram-se veiculo (PBS), anticorpo-vc-
MMAE de controlo (ADC std ctrl vcE) e tio anticorpo-vc-MMAE de
controlo (TDC HC ctrl vcE) como controlos. O efeito do TDC anti-
STEAP-1 foi também comparado com o de anticorpo anti-STEAP-1
humano 120-MC-vc-PAB-MMAE (hu Steapl std ADC vcE) como controlo
positivo. Foi administrada uma Unica dose no dia 0. Todos o0s
anticorpos foram administrados a 3 mg/kg. Os resultados estéo
representados em gradfico na Figura 20.

A Figura 21 mostra que a administracdo de TDC anti-STEAP-1
tio-humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA 118C) (abreviado para huSteapl
HC TDC vcE) a 3 mg/kg e TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-MC-MMAF
(HCA 118C) (abreviado para huSteapl HC TDC mcF) a 1, 3 ou 6 mg/kg
mostrou-se eficaz num modelo de xenoenxerto de cancro da
préstata de ratinhos SCID-beige transplantados com células
ILNCaP. Foram administradas aos ratinhos doses unicas no dia 0
a 0,3, 1 ou 3 mg/kg (huSteapl HC TDC vcE) ou 1, 3 ou 6 mg/kg
(huSteapl HC TDC mcF). Utilizaram-se como controlos veiculo
(PBS), o anticorpo-vc-MMAE de controlo (ADC std ctrl vcE) e tio
anticorpo-vc-MMAE de controlo (TDC HC ctrl vcE).

A Figura 22 mostra que a administracdo de TDC anti-STEAP-1
tio-humano 120-vc-PAB-MMAE (HCA118C) (abreviado para huSteapl
HC TDC vcE) a 3 mg/kg e de TDC anti-STEAP-1 tio-humano 120-MC-
MMAF (HCA1l 18C) (abreviado para huSteapl HC TDC mcF) a 3 ou
6 mg/kg se mostrou eficaz num modelo de xenoenxerto de cancro
da préstata de ratinhos SCID beige machos (dependente
androgénios) transplantados com células LuCap 35V. Foram
administradas aos ratinhos doses Unicas no dia 0 a 0, 3, 1 ou
3 mg/kg (huSteapl HC TDC vcE) ou 1, 3 ou 6 mg/kg (huSteap 1 HC
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TDC mcF). Utilizaram-se como controlos veiculo (PBS) ,
anticorpo-vc-MMAE de controlo (ADC std ctrl vcE) e tio
anticorpo-vc-MMAE de controlo (TDC HC ctrl vcE).

Exemplo 9: Preparagcdo e caracterizacdo do anticorpo anti-
STEAP-1 SGIV a partir da variante 24 do anticorpo 120

Preparou—-se outra variante de LC de anticorpo anti-STEAP-1
em qgue a cadeia leve e as regibes de esqueleto foram
adicionalmente modificadas para obter niveis melhorados de
expressido do anticorpo.

Materiais e Métodos

Os numeros dos residuos estdo de acordo com Kabat (Kabat

et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th
Ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)) . Utilizam-se as abreviaturas dos

aminocdcidos de letra unica. As degenerescéncias do ADN estéao
representadas utilizando o cdédigo IUB (N = A/C/G/T, D = A/G/T,
vV = A/C/G, B= C/G/T, H= A/C/T, K = G/T, M = A/C, R = A/G, S =
G/C, W= A/T, Y = C/T).

Preparacdo de uma Variante de Cadeia Leve Revista: Foi
gerada e caracterizada uma variante do anticorpo 120.v24,
designada "Simmons IV" ou simplesmente "SGIV". A sequéncia de
aminocadcidos da cadeia leve de SGIV estd proporcionada em
SEQ ID NO:90. Esta sequéncia, alinhada com as regides
correspondentes do anticorpo mu 120 (SEQ ID NO0:89) e do
anticorpo 120.v24 (SEQ ID NO:91) estd apresentada na Figura 23.

Avaliagdo da variante SGIV comparativamente com a variante
120.v24 - Avaliaram-se anticorpos SGIV e 120.v24, expressos na
forma de IgG, por andlise FACS utilizando as linhas celulares
transformadas de forma estdvel positivas para Stepl, 293 Stepl
NT LB48, 293 Stepl NT LB50 e 293 Steapl NT LB53, assim como em
células LNCaP, qgque expressam STEAP-1 enddgena (Figura 28). As
células foram preparadas como descrito no Exemplo 1. Cada IgG
foi adicionada a 5 pg/mL em gelo durante 1 hora. As amostras
foram lavadas duas vezes com tampdo de FACS por centrifugacao
e adicionou-se uma diluicdo de 1:200 de conjugado de PE anti-
humano (Fragmento Fcy anti-IgG humana de cabra com R-
ficoeritrina, Jackson Immunoresearch) durante 30 minutos. As
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amostras foram novamente lavadas duas vezes com tampdo de FACS
por centrifugacéo e as amostras foram analisadas por FACS.

Determinacdo da Afinidade a Base de Scatchard da 1ligacdo
de SGIV e 120. v24 a STEAP-1 - As afinidades de ligacao dos
anticorpos 120.v24 e Simmons IV ("SGIV") a STEAP-1 foram
determinadas utilizando andlise Scatchard de acordo com métodos
padrao. A IgG foi purificada por cromatografia de afinidade em
Proteina G. As determinacdes de afinidade foram realizadas por
andlise Scatchard em células PC-3-PS5.4, 293-LB50 e LNCaP-BR em
duplicado. Os graficos Scatchard de 120.v24 e SGIV em células
LNCaP BR e em células 293.LB50 estdo apresentados nas Figuras
25 e 26, respectivamente. A tabela que compara as afinidades de
ligagcdo médias para o mu 1789, mu 120, qgquimera Fc, 120.v24
humanizado, tio-120.v24 e tio-SGIV em células PC-3-PS5.4, 293-
LB50 e LNCaP-BR, assim como em células 293 que expressam
transientemente STEAP-1, estd apresentada na Figura 27.

Mutagénese Dirigida ao Local de SGIV e 120.v24: Variantes
dos anticorpos SGIV e 120.v24 foram preparadas utilizando
protocolos padrédo de mutagénese como descrito acima. A primeira
classe de variantes resultou de mutagénese dirigida ao local em
que residuos particulares de Simmons IV @ ("SGIV") foram
substituidos pelos residuos correspondentes de 120.v24 para
melhorar adicionalmente a afinidade de ligacdo. As variantes
especificas produzidas, como apresentado na Figura 24, foram as
seguintes:

(1) LS.VLVH1, em que os residuos 42 ("Q") e 43 ("P") foram
modificados para "K" e "A" respectivamente (SEQ ID NO:92)

(2) LS.VLVH2, em que o residuo 3 ("V") foi modificado para "Q",
os residuos 42 ("Q") e 43 ("P") foram modificados para "K"
e "A" regpectivamente, e o residuo 85 ("V") foi modificado
para "T" (SEQ ID NO:93)

(3) LS.Q, em que o residuo 3 ("V") foi modificado para "Q"
(SEQ ID NO:94)

(4) LS.CH 1, em que o residuo 15 ("L") foi modificado para "V"
e o0 residuo 83 ("V") foi modificado para "F" (SEQ ID NO:95)

Uma segunda classe de variantes foi gerada através de
mutagénese dirigida ao local em que residuos particulares de
120.v24 foram substituidos pelos residuos correspondentes de
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Simmons IV (SGIV) numa tentativa de melhorar os niveis de
expressdo do anticorpo. As variantes especificas, como
apresentado na Figura 24, foram as seguintes:

(1) ED.FW1l, em gue o residuo 3 ("Q") foi modificado para "V";
o residuo 9 ("S") foi modificado para "D"; o residuo 12
("S") foi modificado para "A"; o residuo 13 ("A") foi

modificado para "V"; o residuo 15 ("V") foi modificado para
"L"; o residuo 17 ("D") foi modificado para "E"; o residuo
19 ("V") foi modificado para "A"; e o residuo 22 ("T") foi
modificado para "N" (SEQ ID NO:96)

(2) ED.FW2, em que os residuos 42 ("K") e 43 ("A") de 120.v24
foram modificados para "on e "pr, respectivamente
(SEQ ID NO:97)

(3) ED.FW3, em que o residuo 60 ("S") foi modificado para "D";
o residuo 80 ("P") foi modificado para "A"; o residuo 83
("F") foi modificado para "V"; e o residuo 85 ("T") foi

modificado para "V" (SEQ ID NO:98)

(4) ED.all, em que em que o residuo 3 ("Q") foi modificado para
"v"; o residuo 9 ("S") foi modificado para "D"; o residuo
12 ("S") foi modificado para "A"; o residuo 13 ("A") foi
modificado para "V"; o residuo 15 ("V") foi modificado para
"L"; o residuo 17 ("D") foi modificado para "E"; o residuo

19 ("V") foi modificado para "A"; o residuo 22 ("T") foi
modificado para "N"; os residuos 42 ("K") e 43 ("A") de
120.v24 foram modificados para "Q" e "P"; o residuo 60 ("S")
foi modificado para "D"; o residuo 80 ("P") foi modificado
para "A"; o residuo 83 ("F") foi modificado para "V"; e o

residuo 85 ("T") foi modificado para "V" (SEQ ID NO:99)

(5) ED.Pro, em que o residuo 43 ("A") foi modificado para "P"
e o0 residuo 80 ("P") foi modificado para "A"™ (SEQ ID NO:100)

(6) ED.pl, em que o residuo 9 ("S") foi modificado para "D"; o
residuo 42 ("K") foi modificado para "Q" e o residuo 60
("S") foi modificado para "D" (SEQ ID NO:101)

Resultados e Discussao

Preparacdo de Anticorpo SGIV - As sequéncias da regido
variavel de anticorpo anti-STEAP-1 versdo 24 (120.v24) estéo
apresentadas nas Figuras 23 e 24 (SEQ ID NO:91). Utilizando
mutagénese dirigida ao local, preparou-se outra variante
denominada "Simmons IV" ou simplesmente "SGIV" utilizando
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protocolos padrdo de mutagénese como descrito acima. As
Figuras 23 e 24 mostram a sequéncia da cadeia leve de SGIV em
alinhamento com a de anticorpo mu 120 e 120.v24. Os titulos de
vdrias colheitas de anticorpo SGIV estdo apresentados na
Figura 29.

Comparacdo da 1ligagdo de SGIV e 120.v24 a STEAP-1
utilizando FACs - A capacidade de ambos os anticorpos, 120.v24
e SGIV, se ligarem a STEAP-1 expressa na superficie celular foi
medida wutilizando FACs. A ligacdo de anticorpo a 1linhas
celulares que expressam STEAP-1 exdgena (293 STEAP-1 LB48, 293
STEAP-1 LB50 e 293 STEAP-1 1LB53) ou STEAP-1 enddbgena (LNCaP.Br)
foi medida em duplicado; os resultados estdo resumidos na Figura
28. Como apresentado na Figura 28, ambos os anticorpos foram
capazes de se ligar a STEAP-1 em todas as quatro linhas
celulares.

Afinidade de 1ligag¢do do anticorpo SGIV a STEAP-1 e
comparagdo com 120.vZ24 - As afinidades de ligacdao de SGIV e
120.v24 a STEAP-1 foram examinadas utilizando anadlise
Scatchard. Os graficos Scatchard de 120.v24 e SGIV em células
LNCaP BR e células 293.1B 50 estdo apresentados nas Figuras 25
e 26, respectivamente. A tabela gque compara as afinidades de
ligagdo médias para os anticorpos mu 1789, mu 120, quimera Fc,
120.v24 humanizado, tio-120.v24 e tio-SGIV em células PC-3-
PS5.4, 293-1LB50 e LNCaP-BR, assim como em células 293 que
expressam transientemente STEAP-1, estéa apresentada na
Figura 27. Os resultados indicam que a afinidade de ligacgao do
anticorpo 120.v24 em células 293-LB50 e LNCaP.BR é cerca de
1,5 vezes a da variante SGIV.
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Gln

Bro

95

val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pra

80

Trp

Gly

Arg

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile
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<400> 6
Agsp Ile Gln

1

Asp

Ser

Ala

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Arg

Agn

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

<210> 7
<211> 1
<212> P

<213>

<400> 7
Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Saxr

Leu

Met

val

50

Gly

Gln

Arg

<210> 8
<211> 1
<212> P

<213>

vVal

Gln

35

Ly3

Arg

Ser

Asn

13
RT

Arg

Ser

35

Ile

ATg

Met

Gly

24
RT

Met

29

Lys

Leu

Phe

Tyr
140

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Val

5

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Asp

Gln

Thr

Tyr

Ila

Gly

70

Pro

Arg

Homo sapiens

Glu

Cys

Arg

Asp

Lle

70

Leu

Tyr

Mus musculus

Ser

Cya

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Tre

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Fhe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

2la

Gly

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln
105

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

20

Gln

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

AsSp

90

Gly

238

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Leu

Fhe

Lys

TyT

Ser

75

Thr

Thr

Ser

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Ala

Lau

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

val

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
114Q

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

val
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95

Glu

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Gly

Arg

Lys

val

Thr

80

Gln

Ile

Gly

Tyr

Val

val

TyT

80

Cys

Ser
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<400> 8

Asp Yal Gln

1

Sar

Ty

Met

Lys

&5

Leu

Ala

Tyxr

Leu

aAla

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Trp

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>
Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Val

Lys

&5

Leu

Ala

Tyr

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

<400>

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Trp

9

124
PRT
Homo sapiens

9

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Lau

Glu

Gly
115

hrg

Trp

as

Tyxr

Arg

Met

Glu

Gly
115

10

124
PRT
Homo sapiens

10

Val

Leu

2Q

Asn

Ile

Ile

Ile

Arg

100

Gln

Gln

Thr

Trp

Ser

Ser

Ser

85

Asn

Gly

Glu

Cys

Lle

ABsn

Lle

70

Val

Tyr

Thr

Leu Val Glu

Leu

20

Asn

Ila

Phe

Asn

Arg

100

Gln

5

Ser

Trp

Sar

Thr

Ser

Asn

Gly

Cys

val

Asn

Ile

70

Leu

Tyzr

Thr

Ser

Thr

Arg

Ser

55

The

Thr

Asp

Thr

Ser

Ala

Arg

Jar

55

Ser

Arg

Asp

Leu

Gly

val

Gln

40

Gly

Erg

Thr

Tyr

Leu
120

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

val
120

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Thr

Gly

Ser

25

Ala

SBar

Asp

Glu

Asp

105

Thr

Gly
10

Gly
Pro
Thr
Thr
Asp
20

Asp

val

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Asn

Asp

Asp

Val

239

Leu

Tyxr

Gly

Ser

Ber

73

Thr

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Gly

Sar

Ser

75

Thr

Tyxr

Ser

val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

RAla

Tyr

Ala
124

val

Ser

Lys

Tyzx

60

Lys

Ala

Tyzx

Ser

Lys

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Tyr

Gln

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Tyr

Bro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Ala
110

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Thr

Tyr

Ala
110

Ser
15

Ser
Glu
Ser
Phe
Tyr
98

Mat

Gly
15

Ser
Glu
Sax
Len
Tyr
95

Mat

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Asp

Gly

Asp

Trp

Lau

Tyr

80

Cys

Asp

Glu val Gln Leu val Glu Bar Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15
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Ser

Ty

Vval

Lys

&5

Leu

Ala

Tyr

Leu

aAla

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Trp

<210>
<211>

<212>
<213>

<400>
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1

Ala

<210>
<211>

<212>

<213>

<400>
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Sar

1

<210>
<211>

<212>

<213>

<400>
Gln Gln Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr

1

<210>
<211>

<212>

<213>

<400>
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn

1

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

Arg

Trp

Tyr

Arg

Met

Glu

Gly
115

11
17

PRT
Homo sapiens

11

12
.

PRT

Leau

29

Asn

Ile

Phe

Asn

Arg

100

Gln

Ser

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Asn

Gly

5

Cya

val

Asn

ILle

70

Leu

Tyr

Thr

Homo sapiens

12

13
9

PRT

5

Homo sapiens

13

14
11

PRT

5

Homo sapiens

14

15
17
PRT

5

Homo sapiens

Ala

Arg

Ser

55

Ser

Arg

Asp

Leu

Val

Gln

Gly

Arg

Ala

Tyr

val
120

Ser

25

hla

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Thr

Gly

Pro

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Val

10

10

240

Tyr Ser

Gly Lvs

Ser Tyr

80
Ser Lys
75
Thr Ala

Tyr Tyzx

Ser Ser

Ile

Gly

Asn

Asn

val

Tyr

Thr Ser
a0

Leu Glu

Pro Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Ala Met
110

15

Asp

Trp

Len

Tyr

80

Cys

Asp
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241

<400> 15

Gly Tyr Ile Ser Asn Ser (Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
1 5 10 15
Sar

<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Glu Arg Asn Tyr Asp Tyr Asp Asp Tyr Tyr Tyr aAla Met BAsp Tyr
1 5 10 15

<210> 17

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 19

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Gly Val Pro $Ser Brg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 ag
<210> 20
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lyg Arg
1 5 10
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<210> 21
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 21
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
<210> 22
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 22
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
1 5 10
<210> 23
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 23
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
2Q 25 3n

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Sar
1 5 10

<210> 25

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser
20 25

<210> 26

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 26
Gln val Gln Leu Val Gln $er Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 20

<210> 27

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 28

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15

Ile Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
2Q 25 a0

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
1 5 10

<210> 30

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser
20 25

<210> 31

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
1 5 10
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244
<210> 32
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 32
Aryg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
20 25 an
<210> 33
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 33
Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 ao

<210> 34

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pr¢ Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Val Ser
20 25 30

<210> 35

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ila Gly
1 5 10

<210> 36

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
2Q 25 a0

<210> 37

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 37
Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 3 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser
20 25
<210> 38
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 38
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
1 5 10
<210> 39
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 39
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser lLys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
20 25 30

<210> 40

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 41

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 41

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

20 25 ag
<210> 42
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 42

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Sar
1 5 10
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<210> 43

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Aryg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Ieu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
24 25 20

<210> 44

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 45

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
1 5 10

<210> 46

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46
Aryg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 s 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
20 25 3o

<210> 47

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Arg Phe Thr Ile %er Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 14 15

Mat Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 48

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 48
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cyes Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
20 25 30

<210> 49

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49
Aryg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ser Arg
20 25 30

<210> 50

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser

20 25 30

<210> 51

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Aryg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 s 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 52

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Mat. Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
20 25 30

<210> 53

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 53
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
24 25 30

<210> 54

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 55

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ila Tyr
1 5 10 15

<210> 56

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 3

<210> 57

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57
Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 58

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
1 5 10
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<210> 59

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59
Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ilg Tyr
1 5 10 15

<210> 60

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 60

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Val Gly vVal Tyr Tyr Cys

20 25 30
<210> 61
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 61
Glu Ile Val Leu Thr Gln $er Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
<210> 62
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 62
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15
<210> 63
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 63
Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 64

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 64
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys
20
<210> 65
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 65
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15
<210> 66
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 66
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 20
<210> 67
<211> 23
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 67
Asp Tle Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly
1 5 10 15
Glu Lys vVal Thr Met Ser Cys
24
<210> 68
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 68
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15
<210> 69
<211> 32
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 69
Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe Gly Gly

1

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

<400>

Asp Val Gln

1

Ser Leu Ser

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

<400>

Trp Ile Arg

1

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

<400>

Ary Ile Ser

1

Leu Ile Ser

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

<400>

Trp Gly Gln

1

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

<400>

70
11
PRT
Mus

70

71
25
PRT
Mus

71

72
13
PRT
Mus

72

73
32
PRT
Mus

73

74
12
PRT
Mus

74

75
13
PRT

251

musculus

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
5 10

musculus

Val Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

5 10 15
Leu Thr Cys Thr val Thr
20 25
musculus

Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp Met
5 10

musculus

Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu Gln
5 10 15

Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg
240 25 30

musculus

Gly Thr Thr Leu Thr val Ala Ser Ala
5 10

Homo sapiens

75

Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

1

5 10
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<210> 76
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 76
Trp Val Arg Glo ARla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
1 5 10

<210> 77

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77
Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
1 5 10

<210> 78

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78
Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
1 5 10

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala vVal Tyr Tyr

20 25

<210> 79

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Aryg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Phe

1 s 10

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr
24 25

<210> 80

<211> 30

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:

<400> 80

Tyr Leu Gln
15

Cys Ala Arg
30

Tyr Leu Gln
15

Cys Ala Arg
20

Polipéptido sintético

Cys Asp Lys Thr Hisg Thr Gly Gly Gly Ser Gln Arg Leu Met Glu Asp
1

5 10

15

Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu Asp Asp Fhe

20 25

<210> 81

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

20



EP 2 502 938/PT
253

<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 81
Gln Arg Leu Met Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10 15

Glu Asp Asp Phe
20

<210> 82

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 82
Gln Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10 15

Glu Asp Asp Phe
20

<210> 83

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 83
Ary Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu
1 5 10 15

Asp AsSp

<210> 84

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 84
Asp Ile Cys Leu Prg Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10

<210> 85

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 85

Pro Ala Pro

1

Lysg

Val

TYyTr

Glu

65

His

Lys

Gln

Met

Pro

145

ASN

Len

Val

Gln

Pra

Val

val

50

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

130

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
210

<210>
<211>

<212>
<213>

Lysg

Val

35

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

115

Lys

Aap

Lys

Ser

Ser

135

Ser

86
217

PRT
Homo sapiens

Glu

Asp

29

Asp

Gly

Asn

Trp

Pre

100

Glu

Asn

Ile

Lys
180

Cys

Leu

Thr

Val

val

Ser

Leu

85

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

165

Leu

Ser

Ser

Leun

Leu

Ser

Glu

Thr

70

Asn

Pro

Gln

Val

Val

150

Fro

Thr

Val

Leu

Gly

Mat

His

val

55

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

135

Glu

Pro

val

Met

Ser
215

Gly

Ile

Glu

40

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

120

Leu

Trp

val

AsSp

His

200

Bro

Pro

Ser

25

Asp

Asn

val

Glu

Lys

105

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

185

Glu

Gly

Ser

10

Arg

Bro

Ala

val

Tyr

90

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

170

Ser

Ala

Lys

254

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

155

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

Thr

60

val

Cys

Ser

Pre

val

140

Gly

ASp

TR

His

Leu

Glu

Lyz

45

1ys

Leu

Lys

Lys

Ser

125

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
205

Phe

Val

30

Phe

Bro

Thr

Val

Ala

110

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

190

His

Prao

15

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Glu

Fhe

175

Gly

Tyr

Fro

Cys

Trp

Glu

Len

Asn

Gly

Glu

Tyr

Aszn

180

Phe

Asn

Thr
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<400> 86

Pro Ala Pro

1

Pro

Val

val

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

145

TYIr

Tyr

FPhe

Lys

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

<400>

Lys

Val

Asp

50

Phe

Asgp

Leu

Lys

130

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
210

Asp

hsp

35

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

115

Asn

Ile

Thr

Lys

Cysg

195

Leu

87

168
PRT
Homo sapiens

87

Pro

Thr

20

Val

Val

Ser

Leu

Ala

190

Pro

Gln

Ala

Thr

180

Sar

Ser

Pro Ala Pro Glu

1

Lys

val

Tyxr

Arg
a5

Pra

Val

Val

50

Glu

Lys
Val
35

Ala

Pro

Agp

Asp

Pro

Gln

Val

Len

Ser

Glu

Thr

Asn

85

Pro

Gln

Val

Val

Pro

165

Thr

Val

Leu

Leu

Thr

val

Ila

val

Ala

His

val

Phe

Gly

Ila

val

Ser

Glu

150

Pro

val

Mot

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Tyr
70

Gly

Ile

Glu

His

55

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

135

Trp

Met

Asp

Hig

Prao
215

Gly

Met

His

Lys

55

Thr

Bro

Ser

Asp

40

Asn

val

Glu

Lys

Thr

120

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

200

Gly

Gly
Ile
Glu
40

Thr

Leu

Ser

Arg

25

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Lys

Pro
Ser
25

Azp

Ile

Pro

val

10

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

90

Ila

Pro

Leu

Asn

Fer

170

Arg

Leu

Ser
10

Arg
Pro

Ser

Pro

255

Fhe

Ero

Val

Thr

Val

75

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

155

Asp

Trp

Hig

val

Thr

Glu

Lys

Ser
75

Leu

Glu

Gln

Lvs

60

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

140

Gln

Gly

Gln

RAan

Phe

Pro

val

Thr

arg

Phe

Val

Phe

45

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

125

Gly

Pro

Ser

Gln

Hig
205

Leu
Glu
Gln
45

Lys

Glu

Pro

Thr

30

Asn

Arg

Val

Sar

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

Phe
val
30

Phe

Gly

Glu

Prao

15

Cys

Irp

Glu

Val

Asn

95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

Asn

Thr

Pro
15

Thr
Lys

Gln

Met

Lys

Val

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

Met

Proa

Aszn

180

Leu

val

Gln

Fro

Cys

Trp

Pro

Thr
g0
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Lys

Asp

Asn

Ser

Ser

145

Ser

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

<400>

Asn

Ile

Thr

Lys

130

Cys

Leu

938/PT

Gln

Ala

Thr

113

Leu

Ser

Ser

88

218
PRT
Homo sapiens

88

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
85 90

Val Glu Trp Glu Ser Ser Gly
100 105

Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
120

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
135

Val Met His Glu Ala Leu His
150

Leu Ser Pro Gly Lys
165

Pro Ala Pr¢ Glu Phe Len Gly Gly Pro Ser

1

Lysg

val

Tyr

Glu

65

Hig

Lys

Gln

Mat

Pro

145

Asn

Lau

Val

Pra

val

Val

50

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

130

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Gln Lys

210

Lysg

val

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

115

Lysg

Asp

Lys

Sar

Ser

195

Ser

5 10

Agp Thr Leu Met Tle Ser Arg
29 25

Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro
40

Gly val Glu Val His Asn Ala
25

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
70

Trp Leu Agn Gly Lys Glu Tyr
85 920

Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr
100 105

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
120

Agn Gln Val Ser Leu Thr Cys
135

Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
150

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
165 170

Arg Leu Thr Val Asp Lys Sar
180 185

Cys Ser Val Met His Glu Ala
200

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
215

256

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
155

val

Thr

Glu

Lys

Sar

75

Lya

Ile

Pro

Lau

Asn

155

Ser

Arg

Leu

Gly

Pro

Ser

Gln

140

Aryg

Phe

Pro

val

Thr

60

Val

Cys

Ser

Pro

val

140

Gly

Asp

Trp

His

Phe
Glu
Phe
125

Gly

Fhe

Leu

Glu

Gln

45

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

125

Lysg

Gln

Gly

Gln

Asn
205

Tyr
Asn
110
Phe

Agn

Thr

Phe

Val

30

Fhe

Pro

Thr

val

Ala

110

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

120

His

Pro
95

Asn
Leu

Ile

Gln

Pro

15

Thr

Asn

Arg

Val

Sar

95

Lys

Glu

Pha

Glu

Phe

175

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
150

Fro

Cvsg

Trp

Glu

Lau

80

Azgn

Gly

Glu

Tyr

Asn

160

Phe

Asn

Thr
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<210> 89

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89
Aryg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
1 5 10

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
20 25

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val
35 40

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
50 55

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
85 70 75

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His
85 20

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
140 105

<210> 90

<211> 114

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 90
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 5 10

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25

Ser Agn Gln Lyg Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
&5 70 75

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Vval
85 S0

Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly
100 105

Lys Arg

<210> 91

<211> 114

<212> PRT

<213> Mus musculus

Pro

Leu

Asp

Asp

&0

Lys

Gln

Ala

Ser

Gln

Arg

&0

Asp

Tyr

Thr

Pro

Lau

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Val

Leu

Lya

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Sar

Leu

Preo

Ser

Thr

Cys

Val
110

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Leu

15
Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95

Glu

Glu

FPhe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Gly

Arg

Gln

val

Thr

g0

Gln

Ile
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<400> 91
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30

Ser Asn Gln Lyg Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ber Thr Arg Glu Ser Gly Val

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
&5 70 75 g0

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 a0 55

Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
140 105 114

Lys Arg

<210> 92

<211> 109

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 92
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys

35 40 45
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Vval
50 55 €0

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

865 70 75 3]
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85 an 55
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
1400 105

<210> 93
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
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<400> 93
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ber Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
865 70 75 2o
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 a0 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100 105
<210> 94
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
<400> 94
Asp Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys 3er Ber Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Glo Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Proc Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 €0
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 :21]
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val aAla Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 an 55
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100 105
<210> 95
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
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<400> 95
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Prc¢ Asp Ser Leu Ala Val Ser Val Gly
1 ] 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Glo Lys Pro Gly Gln

35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 €0
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
&5 70 75 20
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 a0 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100 105
<210> 96
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
<400> 96
Asp Tle Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cy3 Lys Ser Ber Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Glo Lys Pro Gly Lys
35 40 45
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 B0
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 30 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100 105
<210> 97
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
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<400> 97
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 €0
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
865 70 75 2o
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 an 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
1400 105
<210> 98
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
<400> 98
Asp Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys 3er Ber Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Glo Lys Pro Gly Lys
35 40 45
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 :21]
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val aAla Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100 105
<210> 99
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
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<400> 99
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Prc¢ Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 €0
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
865 70 75 2o
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 an 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
1400 105
<210> 100
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
<400> 100
Asp Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30
Ser Asn Glo Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45
Pro Proc Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 €0
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 20
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Tyr Asn Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100 105
<210> 101
<211> 109
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polipéptido sintético
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<400>
Asp Ile
1

101
Gln

Glu Arg Ala

Ser Asn Gln

Ala Pro
50

35

Lys

Pro Asp Arg

65

Ile Sar Ser

Tyr Tyr Asn

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

<400>

102
15
PRT

Met Thr

Thr Ile
20

Lys Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

85

Tyr Pro
100

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Arg

Homo sapiens

102

Ser

Cya

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Ehe

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

The

Gly
105

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

a0

Gln

263

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Ser

Sar

Gln

Arg

€0

Asp

Tyr

Thr

Ala

Lau

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Fro

Ser

Thr

Cys

val Gly
15

Tyr Arg

Gly Gln

Gly Val

Leu Thr

20

Gln Gln
55

Trp Lys Met Lys Pro Arg Arg Asn Leu Glu Glu Asp Asp Tyr Lau

1

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

<400>

103
20
PRT

5

Homo sapiens

103

10

15

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1

5

Arg Gly Glu Cys

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

<400>

104
20
PRT

20

Homo sapiens

104

10

15

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1

5

Arg Gly Glu Cys

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

105
20
PRT

20

Homo sapiens

10

15
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<400> 105

Glu Val Thr Hig Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1 5 10

Arg Gly Glu Cys
20

<210> 106

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

15

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1 ) 10

Arg Gly Glu Cys

20
<210> 107
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 107

15

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1 =) 10

Arg Gly Glu Cys

20
<210> 108
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 108

15

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1 5 10

Arg Gly Glu Cys

20
<210> 109
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 109

15

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn

1 5 10

Arg Gly Glu Cys
20

<210> 110

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

15
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<400> 110
Glu Val Thr Hig Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn
1 5 10 15
Arg Gly Glu Cys
20
<210> 111
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 111
Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn
1 = 10 15
Arg Gly Glu Cys
20
<210> 112
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 112
Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn
1 =) 10 15
Arg Gly Glu Cys
20
<210> 113
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 113
Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn
1 5 10 15
Arg Gly Glu Cys
20
<210> 114
<211> 39
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 114
Leu Tyr Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
1 5 10 15

Thr Lys Gly Pr¢ Ser Val Phe Pro lLeu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr

20 25 30
Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
35
<210> 115
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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266
<400> 115
Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Ieu Val Thr
1 S 10 15
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Ieu Ala Pro
20 25 30
Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
35 40
<210> 116
<211> 44
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 116
Ile Pro Arg His Ala Asn Val Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
1 S 10 15
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Proc Leu Ala Pro
20 25 30
Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
35 40
<210> 117
<211> 43
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 117
Trp Thr Ser Gly Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
1 5 10 15
Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser
20 25 a0
Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leun
35 40
<210> 118
<211> 44
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 118
Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
1 S 10 15
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro I.eu Ala Pro
20 25 30
Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Len
35 40
<210> 119
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 119
Ile Ser Ile Ala Gly Met Asp Tyr Trp
1 5

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
20 25

Ser Ser Lye Ser Thr Ser Gly Gly Thr
35 40

<210> 120

<211> 44

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 120

Ser Trp Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp
1 5

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro

20 25

Ser Ser Lye Ser Thr Ser Gly Gly Thr
35 40

<210> 121
<211> 45
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 121

Arg Ser His Val Gly Tyr Phe Asp Val
1 5

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly

20 25

Pro Ser Ser Lye Ser Thr Ser Gly Gly
35 40

<210> 122
<211> 41
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 122

Ile Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
1 5

Ala Ser Thr Lye Gly Pro Ser Val Phe

20 25
Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
35 40
<210> 123
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens

267

Gly Gln Gly Thr Ieu Val Thr
10 15

Ser Val Phe Pro Ieu Ala Prao
30

hla Ala Leun

Gly Gln Gly Thr ILeu Val Thr
10 15

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
30

hla Ala Leun

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
10 15

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
30

Thr Ala Ala Leu
45

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
10 15

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
30
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<400> 123
Arg Gly Asp Tyr Ser Met Asp Tyr Trp
1 5

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
20 25

Ser Ser Lye Ser Thr Ser Gly Gly Thr
35 40

<210> 124

<211> 46

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 124
Tyr Asp Asp Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp
1 5

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
20 25

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly
35 40

<210> 125

<211> 46

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe
1 5

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

20 25

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
a5 40

<210> 126
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 126

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe
1 5

Asp Llys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

20 25
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
35 40
<210> 127
<211> 46
<212> PRT

<213> Homo sapiens

268

Gly Gln Gly Thr Ieu Val Thr
10 15

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
30

hla Ala Leun

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
10 15

Gly Pru Ser Val Phe Pro Leu
30

Gly Thr Ala Ala Leu
45

leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
10 15

Val Phe Ser Cys Ser Val Met
30

Gln Lys Ser Ieu Ser
45

leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
10 15

Val Phe Ser Cys Ser Val Met
30

Gln Lys Ser Ieu Ser
45
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<400> 127
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 S
Asgp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
2Q
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
35 40
<210> 128
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 128
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 5
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
20
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
35 40
<210> 129
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 129
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 5
Asp lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
20
His Glu Ala Ieu His Asn His Tyr
35 40
<210> 130
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 130
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 5
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
20
His Glu Ala Ieu His Asn His Tyr
35 40
<210> 131
<211> 46
<212> PRT

<213> Homo sapiens

269

Phe leu Tyr Ser Lys
10

Azn Val Phe Ser Cye
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Phe lLeu Tyr Ser Lys
10

2sn Val Phe Ser Cys
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Phe Leu Tyr Ser Lys
10

Asn Val Phe Ser Cys
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Phe lLeu Tyr Ser Lys
10

Agn Val Phe Ser Cye
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Leu

Thr val
15

Ser val Met

30

Ser

Leu

Ser
30

Ser

Leu

Ser
30

Ser

Leu

Ser
30

Ser

Thr vVal
15

val Met

Thr val
15

Val Met

Thr val
15

val Met
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<400> 131
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 S
Asgp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
2Q
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
35 40
<210> 132
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 132
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 5
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
20
His Glu Ala Ieu His Asn His Tyr
35 40
<210> 133
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 133
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 5
Asp Llys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
20
His Glu Ala Ieu His Asn His Tyr
35 40
<210> 134
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 134
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
1 5
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
20
His Glu Ala Ieu His Asn His Tyr
35 40
<210> 135
<211> 46
<212> PRT

<213> Homo sapiens

270

Phe leu Tyr Ser Lys
10

Azn Val Phe Ser Cye
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Phe lLeu Tyr Ser Lys
10

Asn Val Phe Ser Cys
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Phe Leu Tyr Ser Lys
10

Agn Val Phe Ser Cye
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Phe lLeu Tyr Ser Lys
10

Agn Val Phe Ser Cye
25

Thr Gln Lys Ser Leu
45

Leu

Thr val
15

Ser val Met

30

Ser

Leu

Ser
30

Ser

Leu

Ser
30

Ser

Leu

Ser
30

Ser

Thr vVal
15

Val Met

Thr val
15

val Met

Thr val
15

val Met
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<400> 135

Val Leu Asp Ser

1

Asp Lys Ser Arg

20

His Glu Ala Leu

35

<210> 136
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 136
Asp Ile Val Met Thr

1

Glu Arg ala

Ser Asn

Pro Pro

Pro Asp
65

Ile Sar

Tyr Tyr

<210>
<211>

Gln

35
Lys
Arg

Ser

ABn

137
109

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>

Asp Ile
1

Glu Arg

Sar Asn

Ala Pro

Pro Ser

Ile Ser

Tyr Tyr

Lisboa,

137
Gln

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Asn

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Len

Tyr
100

Met

Thr

20

Lys

Lau

Phe

Leun

Tyr
100

271

Agp Gly Ser Phe FPhe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

5

10

15

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe 3Ser Cys Ser Val Met

25

30

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

5

Ile

Asn

Len

Ser

Gln

85

Pro

Thr

5

Ile

Asn

Len

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Arg

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Pro

Arg

2015-05-12

Ser

Cys

Leu

TyT

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

40

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Ehe

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

As=p

Fhe

Asp

ger

25

Trp

Ala

Ser

val

Gly
1056

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Fhe

Gly
105

Ser
10

ger

Tyr

Ser

Gly

Ala

0

Gln

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

a0

Gln

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

€0

Asp

Tyx

Thr

Ser

Sar

Gln

Arg

€0

Asp

Tyr

Thr

45

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyx

Lys

Ala

Lau

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

340

Pro

Ser

Thr

Cys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

15

TyL

Gly

Gly

Leu

Gln
55

val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
85

Gly

Arg

Gln

val

Thr

:10]

Gln

Gly

Arg

Lys

val

Thr

Gln
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REIVINDICACOES

Polinucledétido que codifica:

um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a STEAP-1,

em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada (HC)
compreendendo:
(1) uma HVR-H1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:14;
(2) uma HVR-H2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:15;
(3) uma HVR-H3 compreendendo a sequéncia de aminoadcidos de
SEQ ID NO:16; e
(4) uma HC-FR1 compreendendo a sequéncia de aminocdcidos de
SEQ ID NO:25;
e uma cadeia leve (LC) compreendendo:
(1) uma HVR-L1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:11;
(2) uma HVR-L2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:12; e
(3) uma HVR-L3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:13,
em que, opcionalmente, a cadeia leve compreende:
(1) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:90;
(2) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:91;
(3) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:92;
(4) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:93;
(5) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:94;
(6) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:95;
(7) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:96;
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(8) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:97;

(9) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:98;

(10) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:99;

(11) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminocdcidos de SEQ ID NO:100; ou

(12) uma regido de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:101.

2. Polinucledétido da reivindicacdo 1(i), em gque o anticorpo
monoclonal compreende adicionalmente pelo menos uma, duas ou

trés regides de esqueleto (FR) de HC seleccionadas entre:

(1) uma HC-FR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:22

(2) uma HC-FR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:23; e

(3) uma HC-FR4 compreendendo a sequéncia de aminocdcidos de
SEQ ID NO:24.

3. Polinucledétido da reivindicacédo 1(i), em que:

(1) o anticorpo monoclonal compreende uma cadeia leve (LC) de
SEQ ID NO:6 e/ou uma cadeia pesada (HC) de SEQ ID NO:10,

(ii) o anticorpo é um fragmento de anticorpo seleccionado entre
um fragmento Fab, Fab'—-SH, Fv, scFv ou (Fab'):z, ou

(iii) o anticorpo €& um anticorpo biespecifico.

4, Vector compreendendo o polinucledtido de gualguer uma
das reivindicacdes 1-3.

5. Célula hospedeira compreendendo o) vector da
reivindicacdo 4 ou o polinucledétido de qualquer uma das
reivindicagdes 1-3, em que opcionalmente a célula hospedeira é
uma célula bacteriana, de levedura, de insecto ou eucariota.

6. Método de preparacdo de um anticorpo anti-STEAP-1, em
que o método compreende a) a cultura da célula hospedeira da
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reivindicacdo 5 sob condigdes adequadas para expressao do
polinucledétido que codifica o anticorpo, e b) o isolamento do
anticorpo.

7. Anticorpo monoclonal humanizado que se liga a STEAP-1,
em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada (HC)
compreendendo:

(1) uma HVR-H1 compreendendo a sequéncia de aminocdcidos de
SEQ ID NO:14;

(2) uma HVR-H2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:15;

(3) uma HVR-H3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:16; e

(4) uma HC-FR1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:25;

e uma cadeia leve (LC) compreendendo:

(1) uma HVR-L1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:11;

(2) uma HVR-L2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:12; e

(3) uma HVR-L3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:13,

e em que o anticorpo estd covalentemente ligado a um marcador

de detecgdo, um marcador de captura ou um suporte sdélido,

em que opcionalmente o marcador de detecgdo é seleccionado entre
um radionuclido, um corante fluorescente, um corante
quimioluminescente, uma porcado de substrato que desencadeia
bioluminescéncia, uma porcdo de substrato que desencadeia
gquimioluminescéncia e uma enzima.

8. Anticorpo monoclonal humanizado que se liga a STEAP-1
para utilizacdo num método para obter a imagem de um tumor num
individuo, compreendendo a administracdo ao referido individuo
do referido anticorpo monoclonal humanizado gque se liga a STEAP-
1, em que o anticorpo compreende uma cadeia pesada (HC)
compreendendo:

(1) uma HVR-H1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:14;
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(2) uma HVR-H2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:15;

(3) uma HVR-H3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:16; e

(4) uma HC-FR1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:25;

e uma cadeia leve (LC) compreendendo:

(1) uma HVR-L1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:11;

(2) uma HVR-L2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:12; e

(3) uma HVR-L3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:13,

e a deteccgdo do anticorpo ligado a STEAP-1, ou uma sua variante
alélica de ocorréncia natural, no referido individuo.

9. Anticorpo monoclonal humanizado que se liga a STEAP-1
para a utilizacdo da reivindicacdo 8, em que o anticorpo esté
covalentemente ligado a um marcador de deteccdo, em que
opcionalmente o marcador de deteccdo é seleccionado entre um
radionuclido, um corante fluorescente, um corante
quimioluminescente, uma porcao de substrato que desencadeia
bioluminescéncia, uma porcdo de substrato que desencadeia
gquimioluminescéncia e uma enzima.

10. Anticorpo monoclonal humanizado que se liga a STEAP-1
para a utilizacgdo da reivindicacdo 8, em que o tumor € um tumor
da préstata, do pulmdo, do cdlon, da bexiga ou ovariano, ou
sarcoma de Ewing.

11. Anticorpo manipulado com cisteina compreendendo um
anticorpo monoclonal humanizado que se liga a STEAP-1, em que
o anticorpo compreende uma cadeia pesada (HC) compreendendo:

(1) uma HVR-H1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:14;

(2) uma HVR-H2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:15;

(3) uma HVR-H3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:16; e
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(4) uma HC-FR1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:25;

e uma cadeia leve (LC) compreendendo:

(1) uma HVR-L1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:11;

(2) uma HVR-L2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:12; e

(3) uma HVR-L3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:13,

em gque um ou mais residuos de aminodcido estdo substituidos por
um ou mais aminodcidos cisteina livre possuindo um valor de
reactividade de tiol na gama de 0,6 a 1,0.

12. Imunoconjugado compreendendo o anticorpo manipulado
com cisteina da reivindicagdo 11 covalentemente ligado a um
agente citotdxico, em que opcionalmente o agente citotdxico é
seleccionado entre uma toxina, um agente quimioterapéutico, uma
porcédo de farmaco, um antibidético, um isdétopo radioactivo e uma

enzima nucleolitica.

13. Anticorpo manipulado com cisteina da reivindicacédo 11
em que:

(1) 0 anticorpo estd covalentemente ligado a um marcador de
captura, um marcador de deteccdo ou um suporte sdélido, ou

(ii) o anticorpo compreende uma cisteina em uma ou mais
posicdes seleccionadas entre 15, 43, 110, 144, 168 e 205
da cadeia leve segundo a convencado de numeracao de Kabat,
e 41, 88, 115, 118, 120, 171, 172, 282, 375 e 400 da
cadeia pesada segundo a convengao de numeracao EU.

14, Conjugado anticorpo-farmaco:

(1) compreendendo o anticorpo manipulado com cisteina da
reivindicacdo 11, em que o anticorpo estd covalentemente
ligado a uma porcdo de farmaco de auristatina ou
maitansindide, ou

(ii) compreendendo o anticorpo manipulado com cisteina da
reivindicacdo 11 (Ab), e uma porgcdo de farmaco de
auristatina ou maitansindéide (D), em gque o anticorpo
manipulado com cisteina estd ligado através de um ou mais
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aminodcidos cisteina livre, através de uma porcdo ligante
(L), a D; o composto possuindo a Férmula I:

Ab- (L-D)p I

em que p varia de 1 a 4,

em gue opcionalmente D é MMAE, possuindo a estrutura:

R eR S RaS

onde a linha ondulada indica o local de fixacédo ao
ligante L, ou

seleccionado entre as estruturas:

o\Oo OH

r‘

Ab-MC-vc-PAB-MMAF

Ab-S. o ji H © 4 OH
- NV’V\)\VELCH—H Q O. 0O .. O
C

Ab-MC -ve: PAB MMAE

Ab-&

Q

Ab-MC-MMAF.
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Ab-8

O
o H O H
NH/NW/\VJHv ﬁ:{%v _EiZTJ\fN;T\::
P

Ab-MC-MMAF

&:oko);&%st Ab

Ab-BMPEQ-DMI

em que Val é valina; Cit é citrulina; p ¢ 1, 2, 3 ou 4;
e Ab é um anticorpo anti-STEAP-1 da reivindicagdo 11.

15. Formulacédo farmacéutica compreendendo o conjugado
anticorpo-fadrmaco da reivindicacdo 14(i), e um diluente,
transportador ou excipiente farmaceuticamente aceitéveis.

16. Formulacdo farmacéutica da reivindicacdo 15 para
utilizagdo num método de tratamento do cancro da préstata, do
pulmédo ou do cdlon, o método compreendendo a administracdo a um
individuo de uma quantidade eficaz da formulacdo farmacéutica,
em gue opcionalmente ¢é administrado ao paciente um agente

gquimioterapéutico em combinagcdo com o composto conjugado

anticorpo-féarmaco, onde o) agente quimioterapéutico é
seleccionado entre letrozole, cisplatina, carboplatina, taxol,
paclitaxel, oxaliplatina, doxetaxel, 5-FU, leucovorina,

lapatinib e gencitabina.

Lisboa, 2015-05-12
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230 240 250 260 270
hurnigG? PAPELLGGPSVFLFPPKPXDTLMISRTPEVTCVVVDVSEEDPEVKFNWYY
humlgG2  PAP-PVAGPSVFLFPPKPXDTLMISRTPEVTCVVVDVSEEDPEVQFNWYY
hunigG3 ~ PAPELLGGPSVFLFEPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSEEDPEVQFKWYV
humigGd ~ PAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV

Tk owk " A »*

280 290 300 310 320
humigG!  DGYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQLWLNGKEYKCKVSNKALP
humigG2  DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEY KCKVSNKGLP
humlgGl  DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
humlgG4 ~ DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLP

* * 4 ' ]

330 310 150 360 370

humigGl  APIEKTISEAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNGYSLTCLVKGFYPSDIAV
DL
humigiz2 APIFRKTISKTXGOQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSL.TCL.VKGFYPSENDTAY
humigl  APIEKTISKTKGQPREPUVYTLPPSREEWTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAY
humigG4  SSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAV
+ - -

380 290 400 410 420
humlgGl  EWESNGQPENNYETTPPVLDSDGSFFTLYSKLTVDKSRWGQGNVFSCSVMH
humlgG?  EWESNGQPENNYKTTEPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
humigGl  EWESSGQPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOIQGNIFSCSVMH
humlgG4d  EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCS VM

- »* - * - *

430 44340
humigGl EALHWHYTQXSLSLSPGK (SEQID NO:8S)
humtgGz SBALHNHYTQXSLSLSPGK {SEQID NO:86)
humigG3  EALHNRFTOKSLSLSPGK (SEQ D NO:87)
humigG4  EALHNHYTQKSLSLSLOK (SEQID NO:88)

L] -

Uma sequéncia de consenso da regidio constante da cadeia leve capa:
RTVARPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAXVOWK

VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQID NQ; 89}

Figura 5
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Figura 7A
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FACs: CYNO
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Figura 14A
1.1)(10:' -fir Controlo mc MMAF
1,0!105' —e— Controlo vc MMAE
glgx:gs: ~—+- 120 Chi ve MMAE
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0 L T T T T 1
104 10-3 102 10Y 109 10! 102
conc Ab (ug/ml)
Figura 14B
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Figura 14C
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Figura 14D
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Figura 14E
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Variante Tio-LC (V205C) com a numeragdo sequencial correspondente

Numeragdo normalizada >> LC_VZOSC (numera(;ao de Kabat)

24/45

3 O 03 < SF = O 00 00w o
— N v o e (Y]
CICI NI O DN N TN N DN TN

QOOOOQCQLOLOV

W W ww i wal w

(GORUNORUEOIGRURL FOR Y]

Frerre e wyn

ZEZZ2Z2Z2Z22Z2222Z

AL LU Ll L Wl Ll B Lo Ll Ll Ll

DD BDDARNWNY

XX XXX XX Y X¥Y

e

> > >
ocoAodaocoooda

nNHAOALNDBOLBVY

I ANDNDN NN DY

— e o e

QOCOOLAVYAOUVQ

sjejsjsjejajajalajele]

LI IIITIIITIIT

>

-

o2

STEAP120-LC- V211C

Posicgédo
relativa

Figura 17A



gLT eanbta

25/45

)
st [T v|Lo9ls 1 spis sldiv 1ld][Alsle oL SIALIATILIDOOMAQWNY AAA GO A DG2LY ~DH-0Z1dVIALS

S [NV Y[LO1S 1 SPIS S[d Tld|s[aisld oL vk s|AlLA LD AONS AQOY- - D1ZLY-OH

oL Y Y|LPOS LSS S|dIY TldH[AISId OIL Y SIALA TRLEDRIMAGIE ] - - - - - 8L 1LY -OH

8bL Y VILIDDIS L SPIS S|d¥ 1d[H|AIS|d ML V(B S|ALIA T|LDPOIMATI ADAH SY - D¥ZLY-0H

SPL [y viL[o9s LSS S|dY 1(d|alnste ol Evib SIAlLIA 1|t oPoIMAQ 4 Amams - - Di2Lv-DH

Grl TV V[L[D9IS L SIS §|dl¥ Hd{1A[S|d i1 v[B SIALLIA TR PREOMAQND Y 1§ | - - 1ZLY-OH

S [TV Y[L[99IS L SIS S|dIV Tld|d|AlS|d oML $v[B S[ALLIA TILIODIOIMAGNY A4D G- - OLZIV-OH

L 1Y Y[L[99]S L S[H(S S[dlV T|d]d|AIS[d O FVIB SIAILIA TILEDBDIMAG IO S LM - - - DLLV-OH

Gk (1Y V[L[99[S L SIS S|dl TId|3|A[SIdOL IviE SIALLIA TILDDIMAANY HYd | - - 2MZLY-OH

L [1YV)LID9[S L SPS S|dlY Tidl3|AISH OfML AvE SIA[LIA TILERDIMAG I AMAS N+ - JECIV-OH eATIRTSI
8EL [1vV[L|99[S L SIS S[dl 1ididiAlS|d oL S¥S SIAILIATILE Lmd>4 ....... I¥L1V-JH ogd¥s0d

\V

EP 2 502 938/PT

ADH OWU.@H@E—DCV owP—.<|QI << epezTITewIou opderdumpy

93uspuodsaxxoo TeTousanbss oedeasumu v wod (DIZIVY) DH-OTIL 93IUBRTIBA




OLT eanbtag

26/45

N

svv (SISO JAHINHM v]3[HAJS J[sIANoto ol spia[L i M[sIAP= 3[Slalsiof o] 20vs -oH-0ztdvaLs

St [STISMID LJAHINHT ¥|3]HkeAlS I StHiA MO oifu(siialalL h siapl4 disisidslin A| oeors-om

zvb (SISO LIAIHINH{ v|3[Hb Als| sl 4in (Nt oyl siulalalL is|A |4 lsloldsiih A| coors-on

gty (SISO LJAHINGH[ w]3{Hi Al A S|4 0A Moo ol siialdl L rlsla |4 stsiold|sibi a| 2sovs-om

Sty [SPISIMIO LJAHINIH{T ¥|3[Hb A|Siots|4lA|NOR omu(siialalLhipisahla AtsieldIsioh A oeors-oH

gv [S[1IS[H[D LIAHINIH vi3HM Al S| A1S]3[a Moo o sirlalatL nisia |4 2lskeldlsin A| oeors-om

Sy [S[1(s pifo L|AHNIHD w| 3 HiA AlS| S|4 [ Inop oM sinalalL sl 4 Alstoidlsiil Al osors-on

Lov [SSMID LAIHINIHN V] 3tHIA S|t S| AN oM |s[alAlLISIAD|4 4 lsloldl il A| Deses-ow

sy [S[1ISPO LIARNH[ w|3{HIW A S| HA NOR DM s alalL h M s|Ah |4 A [sloidisil Al osors-oH

2b% [S[1[SPHO LIAHINH v |3iHW A s|ots[RiANDR omp(sivalL stAp[3 d(sloidsp1 A| osors oM Larseres

gey (SISO LAHINH[ v|3iHA Al sl 2N o s all LppsIAD )3 3 [sloialskal Af 298es-0H  oestsea
\/

EP 2 502 938/PT

ADN O.WU.N.H@ED.CV oocqmlﬂm << epeZTTRWICU oederdumpy

23uspuodsaxxoo TeTOousanbas oedeaswnu v wod (JOOFS) O4-OTIL DIURTIBA




EP 2 502 938/PT
27/45

Figura 18A
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Figura 18D
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Figura 18B
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Figura 18E
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Figura 18C
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Figura 18F
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Figura 19A
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Figura 19B
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Figura 19C
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10°

Figura 23 (PARTE 2)
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