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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "ANTI-
CORPO ANTI-FLT3, SEU USO, BEM COMO COMPOSICAO COM-
PREENDENDO O REFERIDO ANTICORPO E MOLECULA DE AcCI-
DO NUCLEICO".

Campo da Invencéao

[0001] A presente invencao esta no campo de anticorpos e refere-
se a anticorpos especificos de FLT3 com uma regido de Fc modificada
para gerar ou aumentar citotoxicidade de célula dependente de anti-
corpo (ADCC) bem como métodos de usando-se tais anticorpos.

Antecedentes da Invencao

[0002] O receptor de tirosina quinase FLT3 expresso sobre a su-
perficie de célula de células progenitoras hematopoiéticas desempe-
nha um papel importante em hematopoiese precoce. Devido a seu pa-
pel essencial na regulacdo de sobrevivéncia, proliferacao, e diferenci-
acao de células hematopoiéticas (células B e T), atividade de FLT3
andmala esta envolvida no desenvolvimento e progressédo de canceres
do sistema hematopoiético. Por exemplo, duplicacdes tandem internas
de FLT3 sdo as mutagdes mais comuns associadas a leucemia miel6-
gena aguda (AML). Ha assim necessidade na técnica para anticorpos
que podem especificamente direcionar e destruir células de expressao
de FLTS.

[0003] Assim, um objetivo dos inventores da presente invengao foi
prover anticorpos de anti-FLT3 que podem se ligar a e matar Células
de expressao de FLT3 in vivo.

Sumario da Invencio

[0004] A presente invengao refere-se a anticorpos dirigidos contra
tirosina quinase de receptor humano FLT3 e métodos de uso dos
mesmos. Em certos aspectos, os anticorpos incluem uma regiao de Fc
de variante. Em outras concretiza¢des, os anticorpos sdo anticorpos

quiméricos ou humanizados. A presente invencgao ulteriormente refere-
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se a composigcdes farmacéuticas compreendendo esses anticorpos e
meétodos de uso dos anticorpos em varias indicagdes de doencga.
[0003] Em um primeiro aspecto, a presente invencao refere-se a
um anticorpo que liga tirosina quinase de receptor humano FLT3, em
que o dito anticorpo compreende uma cadeia pesada e/ou uma cadeia
leve e tem pelo menos uma substituigdo de aminoacido na regido
constante em relacdo a um anticorpo de anti-FLT3 de origem, em que
a dita pelo menos uma substituicdo de aminoacido inclui a substitui-
¢bes de aminoacidos 239D e 332E, em que a numerag&o posicional
esta de acordo com o indice de EU (Kabat e outros, 1983). Em um as-
pecto especifico, as substituicdes sdo S239D e 1332E.

[0006] Em uma concretizagao da invencido, o anticorpo de anti-
FLT3 tem atividade de matar célula, tal como, por exemplo, funcéo
efetora de citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpo
(ADCC). Aquele significa que no contato com células de expresséo de
FLT3, o anticorpo é capaz de facilitar morte de célula, por exemplo,
por disparo da ativagcdo do sistema de complemento, fagocitose ou
apoptose.

[0007] Em uma concretizacdo, o anticorpo compreende uma ca-
deia pesada e uma cadeia leve. A cadeia pesada pode compreender
uma regiao de CDR1 de VH, de CDR2 de VH, e de CDR3 de VH e/ou
a cadeia leve pode compreender uma regido de CDR1 de VL, de
CDR2 de VL, e/ou a CDR3 de VL.

[0008] Em uma concretizacdo especifica, uma CDR1 de VL com-
preende, consiste essencialmente em ou consiste em uma sequéncia
de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas sequéncias de
aminoacidos SEQ ID NO: | e SEQ ID NO: 7; uma CDR2 de VL com-
preende, consiste essencialmente em ou consiste em uma sequéncia
de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 8; uma CDR3 de VL
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compreende, consiste essencialmente em ou consiste em uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas se-
quéncias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 e SEQ ED NO: 9; uma
CDR1 de VH compreende, consiste essencialmente em ou consiste
em uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
nas sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 10; a
CDR2 de VH compreende, consiste essencialmente em ou consiste
em uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
nas sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO: I1; e
a CDR3 de VH compreende, consiste essencialmente em ou consiste
em uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
nas sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 e SEQ ID NO: 12.
[0009] Em uma outra concretizacao especifica, a CDR1 de VL
compreende, consiste essencialmente em ou consiste na sequéncia
de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: |; a CDR2 de VL compreen-
de, consiste essencialmente em ou consiste na sequéncia de aminoa-
cidos indicada na SEQ ID NO: 2; a CDR3 de VL compreende, consiste
essencialmente em ou consiste na sequéncia de aminoacidos indicada
na SEQ ID NO: 3; a CDR1 de VH compreende, consiste essencial-
mente em ou consiste na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ
ID NO: 4; a CDR2 de VH compreende, consiste essencialmente em ou
consiste na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 5; e a
CD3 de VH compreende, consiste essencialmente em ou consiste na
sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 6.

[00010] Em ainda uma outra concretizagao especifica, a CD1 de VL
compreende, consiste essencialmente em ou consiste na sequéncia
de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 7; a CDR2 de VL compreen-
de, consiste essencialmente em ou consiste na sequéncia de aminoa-
cidos indicada na SEQ ID NO: 8; a CDR3 de VL compreende, consiste

essencialmente em ou consiste na sequéncia de aminoacidos indicada
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na SEQ ID NO: 9; a CDR1 de VH compreende, consiste essencial-
mente em ou consiste na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ
ID NO: 10; a CDR2 de VH compreende, consiste essencialmente em
ou consiste na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 11;
e a CDR3 de VH compreende, consiste essencialmente em ou consis-
te na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 12.

[00011] Em uma concretizacdo da invencido, a cadeia pesada do
anticorpo inventado compreende um dominio de VH compreendendo,
que consiste essencialmente em ou que consiste na sequéncia de
aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 14 e/ou a cadeia leve do anti-
corpo inventado compreende um dominio de VL compreendendo, que
consiste essencialmente em ou que consiste na sequéncia de aminoa-
cidos indicada na SEQ ID NO: 13.

[00012] Em uma outra concretizacdo da invencéo, a cadeia pesada
do anticorpo inventado compreende um dominio de VH compreenden-
do, que consiste essencialmente em ou que consiste na sequéncia de
aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 30 e/ou a cadeia leve do anti-
corpo inventado compreende um dominio de VL compreendendo, que
consiste essencialmente em ou que consiste na sequéncia de aminoa-
cidos indicada na SEQ ID NO: 29.

[00013] Em uma outra concretizagdo da invengao, o anticorpo rei-
vindicado € um anticorpo quimérico e compreende uma cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 27 e/ou
uma cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ
ID NO: 23.

[00014] Em uma outra concretizacdo da invengao, o anticorpo rei-
vindicado € um anticorpo quimérico e compreende uma cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 43 e/ou
uma cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ
ID NO: 39.
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[00015] Em certas concretizacbes da invencao, o anticorpo da in-
vengao compreendendo substituicbes de aminoacidos S239D/I332E
se liga com afinidade aumentada para o receptor de FcRIlla ou tem
funcéo efetora ADCC aumentada quando comparada com o anticorpo
de origem sem a dita substituicdo. Neste contexto, o termo "aumenta-
do" inclui argumentos onde o anticorpo de origem nao mostra qualquer
funcao efetora de ADCC experimentalmente verificavel de modo que o
anticorpo otimizado por Fc precocemente gerado exibe, pela primeira
vez e em contraste com o anticorpo de origem a partir do qual ele po-
de ser derivado, funcao efetora de ADCC.

[00016] Em outras concretizagdes, o anticorpo compreende uma ou
mais outras modificacbes de aminoacido a uma posi¢ao selecionada
do grupo que consiste em 221, 222, 223, 224, 225, 227, 228, 230, 231,
232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 240, 241, 243, 244, 245, 246, 247,
249, 255, 258, 260, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271,
272, 273, 274, 275, 276, 278, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 288,
290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303,
304, 305, 313, 317, 318, 320, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329,
330, 331, 333, 334, 335, 336, e 337, em que a numeragao posicional
esta de acordo com o indice de EU. Essas uma ou mais outras modifi-
cacdes de aminoacido podem ser selecionadas do grupo de substitui-
cdes de aminoacidos que consiste em 221K, 221Y, 222E, 222Y, 223E,
223K, 224E, 224Y, 225E, 225K, 225W, 227E, 227G, 227K, 227Y,
228E, 228G, 228K, 228Y, 230A, 230E, 230G, 230Y, 231E, 231G,
231K, 231P, 231Y, 232E, 232G, 232K, 232Y, 233A, 233D, 233F,
233G, 233H, 233l, 233K, 233L, 233M, 233N, 233Q, 233R, 233S, 233T,
233V, 233W, 233 Y, 234A, 234D, 234E, 234F, 234G, 234H, 234l,
234K, 234M, 234N, 234P, 234Q, 234R, 234S, 234T, 234V, 234W,
234Y, 235A, 235D, 235E, 235F, 235G, 235H, 235I, 235K, 235M, 235N,
235P, 235Q, 235R, 235S, 235T, 235V, 235W, 235Y, 236A, 236D,
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236E, 236F, 236H, 2361, 236K, 236L, 236M, 236N, 236P, 236Q,
236R, 236S, 236T, 236V, 236W, 236Y, 237D, 237E, 237F, 237H,
2371, 237K, 237L, 237M, 237N, 237P, 237Q, 237R, 237S, 237T,
237V, 237TW, 237Y, 238D, 238E, 238F, 238G, 238H, 2381, 238K,
238L, 238M, 238N, 238Q, 238R, 238S, 238T, 238V, 238W, 238Y,
240A, 2401, 240M, 240T, 241D, 241E, 241L, 241R, 241S, 241W, 241Y,
243E, 243H, 243L, 243Q, 243R, 243W, 243Y, 244H, 245A, 246D,
246E, 246H, 246Y, 247G, 247V, 249H, 249Q, 249Y, 255E, 255Y,
258H, 258S, 258Y, 260D, 260E, 260H, 260Y, 262A, 262E, 262F, 2621,
262T, 263A, 263l, 263 M, 263T, 264A, 264D, 264E, 264F, 264G,
264H, 2641, 264K, 264L, 264M, 264N, 264P, 264Q, 264R, 264S, 264T,
264W, 264Y, 265F, 265G, 265H, 2651, 265K, 265L, 265M, 265N,
265P, 265Q, 265R, 265S, 265T, 265V, 265W, 265Y, 266A, 2661,
266M, 266T, 267D, 267E, 267F, 267H, 2671, 267K, 267L, 267M,
267N, 267P, 267Q, 267R, 267T, 267V, 267W, 267Y, 268D, 268E,
268F, 268G, 2681, 268K, 268L, 268M, 268P, 268Q, 268R, 268T,
268V, 268W, 269F, 269G, 269H, 2691, 269K, 269L, 269M, 269N,
269P, 269R, 269S, 269T, 269V, 269W, 269Y, 270F, 270G, 270H,
2701, 270L, 270M, 270P, 270Q, 270R, 270S, 270T, 270 W, 270 Y, 271
A, 27 1D, 271 E, 271F, 271G, 271H, 2711, 271K, 271L, 271 M, 271N,
271Q, 271R, 271S, 2717, 271V, 271W, 271Y, 272D, 272F, 272G,
272H, 2721, 272K, 272L, 272M, 272P, 272R, 272S, 272T, 272V,
272W, 272Y, 2731, 274D, 274E, 274F, 274G, 274H, 2741, 274L,
274M, 274N, 274P, 274R, 274T, 274V, 274W, 274Y, 275L, 275W,
276D, 276E, 276F, 276G, 276H, 2761, 276L, 276M, 276P, 276R,
276S, 276T, 276V, 276W, 276Y, 278D, 278E, 278G, 278H, 2781,
278K, 278L, 278M, 278N, 278P, 278Q, 278R, 278S, 278T, 278V,
278W, 280G, 280K, 280L, 280P, 280W, 281D, 281E, 281K, 281N,
281P, 281Q, 281 Y, 282E, 282G, 282K, 282P, 282Y, 283G, 283H,
283K, 283L, 283P, 283R, 283Y, 284D, 284E, 284L, 284N, 284Q, 284T,
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284Y, 285D, 285E, 285K, 285Q, 285W, 285Y, 286E, 286G, 286P,
286Y, 288D, 288E, 288 Y, 290D, 290H, 290L, 290N, 290W, 29 ID,
291E, 291 G, 291H, 2911, 291Q, 291T, 292D, 292E, 292T, 292Y,
293F, 293G, 293H, 2931, 293L, 293M, 293N/293P, 293 R, 293S,
293T, 293V, 293 W, 293 Y, 294F, 294G, 294H, 2941, 294K, 294L,
204M, 294P, 294R, 294S, 294T, 294V, 294W, 294Y, 295D, 295E,
295F, 295G, 295H, 2951, 295M, 295N, 295P, 295R, 295S, 295T,
295V, 295W, 295 Y, 296A, 296D, 296E, 296G, 296H, 2961, 296K,
296L, 296M, 296N, 296Q, 296R, 296S, 296T, 296V, 297D, 297E,
2907F, 297G, 297H, 2971, 297K, 297L, 297M, 297P, 297Q, 297R,
297S, 297T, 297V, 297W, 297Y, 298A, 298D, 298E, 298F, 298H,
2981, 298K, 298M, 298N, 298Q, 298R, 298T, 298W, 298Y, 299A,
299D, 299E, 299F, 299G, 299H, 2991, 299K, 299L, 299M, 299N,
299P, 299Q, 299R, 299S, 299V, 299W, 299Y, 300A, 300D, 300E,
300G, 300H, 300K, 300M, 300N, 300P, 300Q, 300R, 300S, 300T,
300V, 300w, 301D, 301E, 301H, 301Y, 3021, 303D, 303E, 303Y,
304D, 304H, 304L, 304N, 304T, 305E, 305T, 305Y, 313F, 317E, 317Q,
318H, 318L, 318Q, 318R, 318Y, 320D, 320F, 320G, 320H, 3201, 320L,
320N, 320P, 320S, 320T, 320V, 320W, 320Y, 322D, 322F, 322G,
322H, 322[lota], 322P, 322S, 322T, 322V, 322W, 322Y, 3231, 324D,
324F, 324G, 324H, 3241, 324L, 324M, 324P, 324R, 324T, 324V,
324W, 324Y, 325A, 325D, 325E, 325F, 325G, 325H, 3251, 325K,
325L, 325M, 325P, 325Q, 325R, 325S, 325T, 325V, 325W, 325 Y,
326E, 3261, 326L, 326P, 326T, 327D, 327E, 327F, 327H, 3271, 327K,
327L, 327M, 327, 327P, 327R, 327S, 327T, 327V, 327W, 327Y, 328A,
328D, 328E, 328F, 328G, 328H, 3281, 328K, 328M, 328N, 328P,
328Q, 328R, 328S, 328T, 328V, 328W, 328Y, 329D, 329E, 329F,
329G, 329H, 3291, 329K, 329L, 329M, 329N, 329Q, 329R, 329S, 329T,
329V, 329, 329Y, 330E, 330F, 330G, 330H, 330I, 330L, 330M, 330N,
330P, 330R, 330S, 330T, 330V, 330W, 330Y, 331D, 331F, 331H, 331,
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331L, 331M, 331Q, 331R, 331T, 331V, 331W, 331Y, 333A, 333F,
333H, 333l, 333L, 333M, 333P, 333T, 333Y, 334A, 334F, 3341, 334L,
334P, 334T, 335D, 335F, 335G, 335H, 335I, 335L, 335M, 335N, 335P,
335R, 335S, 335V, 335W, 335Y, 336E, 336K, 336Y, 337E, 337H, e
337N, em que a nhumeracao posicional esta de acordo com o indice de
EU.

[00017] Em uma outra concretizagdo, a uma ou mais outras modifi-
cacgdes de aminoacido estdo a uma posigao selecionada do grupo que
consiste em 221, 222, 223, 224, 225, 228, 230, 231, 232, 240, 244,
245, 247, 262, 263, 266, 271, 273, 275, 281, 284, 291, 299, 302, 304,
313, 323, 325, 328, e 336, em que a numeracado posicional esta de
acordo com o indice de EU. Em tal concretizagéo, a(s) uma ou mais
outras modificacbes de aminoacidos podem ser selecionadas do grupo
de substituicbes de aminoacidos que consiste em 221K, 221Y, 222E,
222Y, 223E, 223K, 224E, 224Y, 225E, 225K, 225W, 228E, 228G,
228K, 228Y, 230A, 230E, 230G, 230Y, 231 E, 231 G, 231 K, 231 P,
231'Y, 232E, 232G, 232K, 232 Y, 240A, 2401, 240M, 240T, 244H,
245A, 247G, 247V, 262 A, 262E, 262F, 2621, 262T, 263A, 2631,
263M, 263T, 266A, 2661, 266M, 266T, 271 A, 271 D, 271 E, 271 F,
271G, 271 H, 2711, 271K, 271 L, 271M, 271N, 271Q, 271R, 2718,
2717, 271V, 271W, 271Y, 2731, 275L, 275W, 281 D, 281 E, 281 K,
281 N, 281P, 281Q, 281 Y, 284D, 284E, 284L, 284N, 284Q, 284T,
284Y, 291D, 291E, 291G, 291H, 2911, 291Q, 291T, 299A, 299D, 299E,
299F, 299G, 299H, 2991, 299K, 299L, 299M, 299N, 299P, 299Q, 299R,
299§, 299V, 299W, 299Y, 304D, 304H, 304L, 304N, 304T, 313F, 323,
325A, 325D, 325E, 325F, 325G, 325H, 325I, 325K, 325L, 325M, 325P,
325Q, 325R, 325S, 325T, 325V, 325 W, 325 Y, 328A, 328D, 328E,
328F, 328G, 328H, 3281, 328K, 328M, 328N, 328P, 328Q, 328R,
328S, 328T, 328V, 328W, 328Y, 336E, 336K, e 336Y.

[00018] Em uma concretizagao especifica, o anticorpo compreende
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uma ou mais outras modificagbes de aminoacido selecionada do grupo
que consiste em: 236 A, 268D, 268E, 330Y, e 330L.

[00019] Em um outro aspecto, a presente invencao retrata molécu-
las de acido nucleico que codificam a cadeia pesada e/ou a cadeia le-
ve de um anticorpo da invencédo. Essas moléculas de acido nucleico
podem compreender uma sequéncia de nucleotideos que codifica o
dominio variavel da cadeia leve, tal como aquela indicada na SEQ ID
NO: 17 ou SEQ ID NO: 33, ou uma sequéncia de nucleotideos que co-
difica o dominio variavel da cadeia pesada, tal como aquela indicada
na SEQ ID NO: 18 ou SEQ ID NO: 34.

[00020] Em um aspecto especifico, 0 acido nucleico que codifica a
cadeia leve do anticorpo da invengao tem uma sequéncia de nucleoti-
deos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID Nos. 24 e 40.
[00021] Em uma outra concretizagdo especifica, o acido nucleico
que codifica a cadeia pesada do anticorpo da invencdo tem uma se-
quéncia de nucleotideos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID Nos. 28 e 44.

[00022] Em um outro aspecto, a presente invengao refere-se a um
método de tratamento de um disturbio ou uma doencga relacionada
com FLT3 de tirosina quinase de receptor humano, em que o dito mé-
todo inclui administragéo do anticorpo da invencédo a um individuo que
necessita do mesmo. O individuo pode, por exemplo, ser um animal ou
ser humano, de preferéncia um mamifero, tal como um ser humano.
[00023] Em uma concretizacdo, a dita disturbio ou doencga é um dis-
turbio ou doenca proliferativa de célula.

[00024] Em uma outra concretizacdo, a doenca ou o disturbio € um
tumor de origem hematopoiética, tal como um linfoma ou leucemia. O
linfoma ou leucemia pode ser selecionado do grupo que consiste em:
linfomas de ndo Hodgkin (NHL), leucemia linfocitica crénica (CLL),

leucemia/linfoma linfoblastica aguda de célula B (B-ALL), linfoma de
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célula de manto (MCL), leucemia de célula pilosa (HCL), leucemia mie-
loide crénica (CML), leucemia mieloide aguda, e mieloma multiplo
(MM). Em uma concretizagéo preferida, o linfoma é leucemia mieloide
aguda (AML).

[00025] Em uma outra concretizagao, a doenca ou disturbio € uma
sindrome mielodisplasia (MDS).

[00026] Em varias concretizagbes, o linfoma ou leucemia esta no
estagio de doenga residual minima (MRD), por exemplo, alcangado
depois da quimioterapia convencional com ou sem o transplante de
células-tronco.

[00027] Em certas concretizagbes dos métodos inventados, o anti-
corpo pode ser administrado em combinagdo com pelo menos um
agente selecionado do grupo que consiste em um agente citotéxico,
um agente quimioterapéutico, uma citocina, um agente inibitoério de
crescimento, um agente anti-hormonal, um inibidor de quinase, um
agente anti-angiogénico, um cardioprotetor, um agente imunoestimula-
tério, um agente imunossupressivo, um inibidor de angiogénese, um
inibidor de tirosina quinase de proteina, e anticorpo secundario.
[00028] Em ainda um outro aspecto, a presente invencdo também
inclui uma composicédo farmacéutica compreendendo um anticorpo de
acordo com a invencao e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
[00029] Em um outro aspecto, a presente invencao refere-se a um
método de inibicdo de proliferagdo de uma célula que expressa FLT3,
em que o dito método compreende o contato da dita célula com um
anticorpo de acordo com a invencédo. O método pode ser um método in
vitro.

[00030] Em um outro aspecto, a presente invencao refere-se a um
meétodo de aumento de citotoxicidade mediada por célula dependente
de anticorpo em relacdo a uma célula que expressa FLT3, em que o

dito método compreende o contato da dita célula com um anticorpo de
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acordo com a invencgao.

[00031] Ainda um outro aspecto da invencdo € um método de de-
plecdo de um mamifero de pelo menos uma célula que expressa
FLT3, em que o dito método compreende administracdo ao mamifero
de um anticorpo de acordo com a invengao.

[00032] A presente invengao também refere-se ao usando-se um
anticorpo de acordo com a presente invencao para o tratamento de um
disturbio ou doenca relacionada com FLT3. O disturbio ou doenca re-
lacionada com FLT3 pode ser uma doenga ou disturbio proliferativao
de célula, tal como tumor de origem hematopoiética, por exemplo um
linfoma ou leucemia, ou sindrome mielodisplasia (MDS). O linfoma ou
leucemia pode ser selecionado do grupo que consiste em: linfomas de
nao Hodgkin (NHL), leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma de leu-
cemia linfoblasatica? aguda de célula B (B-ALL), linfoma de célula de
manto (MCL), leucemia de célula pilosa (HCL), leucemia mieloide cré-
nica (CML), leucemia mieloide aguda (AML), e mieloma multiplo (MM)
e de preferéncia € leucemia mieloide aguda.

[00033] Em uma outra concretizagdo, a invengao refere-se ao
usando-se um anticorpo de acordo com a invengao para o direciona-
mento de uma célula que expressa FLT3. O direcionamento pode in-
cluir o uso do anticorpo para fornecer um farmaco ou uma toxina a cé-
lula de expressao de FLT3.

[00034] Em ainda um outro aspecto, a invengéao inclui o usando-se
um anticorpo de acordo com a invencao para a deteccdo de uma célu-
la que expressa FLT3 em uma amostra bioldgica. Para tal uso, o anti-
corpo pode ser marcado com uma porc¢ao detectavel, tais como fluoro-
foro, cromoforo, etiqueta imunogénica e similares.

[00035] A presente invencado também refere-se a um anticorpo mo-
noclonal contra FLT3, em que o anticorpo € produzido por uma linha

de célula produtora transfectada, tal como CHO ou Sp2/0.
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[00036] Em ainda um outro aspecto, a invencao retrata uma linha
de célula transfectada que produz um anticorpo de acordo com a in-
vencgao.

Breve Descricdo dos Desenhos

[00037] A invencao sera melhor entendida com referéncia a descri-
cao detalhada quando considerada em combinagcdo com os exemplos
nao limitantes e os desenhos anexos.

[00038] Figura 1 mostra uma representagao esquematica do proce-
dimento de clonagem para quimerizagado de anticorpos monoclonais.
Caixas representam éxons, circulo indicam elementos aumentadores e
regides de UT de linhas finas e sequéncias de introns. P, promotor; Li
e L2, sequéncias lider codificadas por dois éxons diferentes; E, au-
mentador; V, regido variavel; D, regido de diversidade; J, regido de
uniao; C(1-3) éxons da regidao constante; H, regido principal.

[00039] Figura 2 mostra o vetor parental contendo a regido VJ da
cadeia leve de camundongo e a regidao C de gene kapa de ser huma-
no. A regido relevante para a troca de fragmentos € mostrada aumen-
tada na Figura 2A. O contexto de sequéncia gerado na insercédo da
regido VJ de anticorpos monoclonais BV10 ou 4G8 para dentro do ve-
tor de expressao chimFLT3 -leve € mostrado na Figura 2B. O sitio de
clivagem para peptideos de sinal secretorios € indicado por |; e frontei-
ras de éxon-intron por [, ].

[00040] Figura 3 mostra o vetor original contendo a cadeia pesada
de Ig de isétipo de y 1 de ser humano. A regido relevante para a clo-
nagem do fragmento de VDJ é mostrada aumentada (a). O fragmento
de Mlul-Spel a ser trocado (mostrado aumentado como b) contém a
regido constante inteira da cadeia pesada de y 1 de ser humano e du-
as modificacbes de aminoacido no dominio de CH2 como indicadas
(Ser239-Asp; 1s0332-Glu). Figura 3B mostra o contexto de sequéncia

gerado na inser¢cao da regiao VDJ da cadeia pesada de anticorpos
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monoclonais BV10 ou 4G8 para dentro do vetor de expressao de ca-
deia pesada chimFLT3-pesada. O sitio de clivagem para peptideos de
sinal secretdrios é indicado por |; e fronteiras de éxon-intron por [, ].
[00041] Figura 4 mostra os efeitos de matanga de célula dos anti-
corpos quiméricos otimizados por Fc chim4G8-SDIE (A) e chimBVIO-
SDIE (B) respectivamente e PBMCs de ser humano ndo estimuladas
contra células de leucemia de NALM16 de ser humano de expressao
de FLT3 cultivadas em comparagado com os anticorpos quiméricos nao
modificados chim4G8 e chimBVIO. Fig. 4 C mostra os efeitos de ma-
tanca de célula de anticorpos quiméricos dirigidos a NG2 que foi otimi-
zado por Fc nas mesmas posigdes como 0s anticorpos acima
chim4G8-SDIE e chimBVIO- SDIE sobre células de SKMel63-
melanoma de ser humano. Citotoxicidade foi determinada usando-se
um ensaio de liberacédo de cromo, duragao do ensaio e razdes efetoras
alvo s&o indicadas.

[00042] Figura 5 mostra o efeito de matancga de célula pelos 4G8-
SDIE e PBMCs de anticorpo de anti-FLT3 otimizados de ser humano
nao estimulados em células precursoras imaturas de AML em compa-
ragao com o anticorpo de camundongo parental ndo modificado.
[00043] Figura 6 mostra um alinhamento de sequéncia de aminoa-
cidos das regides de cadeia variaveis do anticorpo de cadeia leve (A) e
pesada (B) de clones 4G8 e BV10 de anti-FLT3.

[00044] Figura 7 mostra a ligacdo de 4G8 e BV10 otimizado e qui-
mérico de camundongo a FLT3. Células de NALM16 (B, C) ou células
de Sp2/0 transfectadas com mock e FLT3 (A) foram incubadas com os
anticorpo indicados e foram analisadas por imunofluorescéncia indireta
e citometria de fluxo. Histogramas abertos e sombreados em (A) re-
presentam manchamento com controle de isétipo e os anticorpos de
FLT3 indicados (10 ug/ml), respectivamente. MFI=intensidade de fluo-

rescéncia média.
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[00045] Figura 8 mostra o efeito de 4G8SDIEM sobre proliferagao e
ligacdo de ligante de FLT3 (FLT3L) de células leucémicas. (A) células
de NALM16 foram incubadas com 4G8SDIEM ou BV10SDIEM a 1 g/ml
na presenga das concentragdes indicadas do ligante de FLT3 recom-
binante e a quantidade de anticorpo ligado foi determinada por citome-
tria de fluxo e imunofluorescéncia indireta. (B) Células precursoras
imaturas de AML isoladas do sangue periférico dos trés pacientes dife-
rentes por densidade, centrifugacdo de gradiente foram incubadas
com as concentragdes indicadas de 4G8SDIEM por 24 horas e prolife-
racao foi avaliada usando-se um ensaio de captacado de 3[H]-timidina.
Barras a direta representam proliferacdo na auséncia do anticorpo.
[00046] Figura 9 mostra atividade de ADCC de versdes modificadas
por SDIEM e nao modificadas dos anticorpos de FLT3 4G8 e BV10.
Células de NALM16 marcadas com 5I [Cr] foram incubadas por 4 ho-
ras com PBMCs de um doador saudavel (#4) na presenca das concen-
tracdes indicadas das versdes modificadas por SDIEM ou quiméricas
(x) ndo modificadas de 4G8 e BV10 em uma razdo de PBMC: célula
alvo 50:1. Morte das células alvo foi determinada usando-se ensaio de
liberacdo 51 [Cr] padrdo. Um resultado representativo resulta de 6 ex-
periéncia independentes com PBMCs oirundos de doadores saudaveis
€ mostrada.

[00047] Figura 10 mostra a atividade de ADCC de 4G8SDIEM con-
tra células leucémicas. Atividade citolitica das PBMCs de trés doado-
res saudaveis diferentes (PBMC #1, #2, #3) contra células de NALM16
(A) e das PBMCs de doador #2 contra células precursoras imaturas
leucémicas dos trés pacientes diferentes (AML #1, #2, #7) (B) foi de-
terminada em um ensaio de liberagao de 51 [Cr] por 4 horas e 8 horas,
respectivamente. No (C) a atividade citolitica depois de 8 horas contra
AML células precursoras imaturas #1 e #15 € mostrada usando-se

PBMCs autélogas dos pacientes respectivos como células efetoras.
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Simbolos enchidos ou abertos indicam ADCC mediada por 4G8SDIEM
e anticorpo de controle de nado ligagdo 9.2.27SDIE, respectivamente.
Barras enchidas a direita (NK) indicam atividade de NK na auséncia de
anticorpo. Observar que PBMC #1-3 referem-se a PBMCs de doado-
res saudaveis e nao estao relacionados com células precursoras ima-
turas de AML #1-3.

[00048] Figura 11 mostra mudanca de antigeno e expressao de
FLT3 em células leucémicas de células de NALM16 de origem diferen-
te (A) e células precursoras imaturas de dois pacientes de AML dife-
rentes foram incubadas com as concentragdes indicadas de
4G8SDIEM. Depois de 48 horas células foram incubadas, foram rein-
cubadas com 2 ug/ml de 4G8SDIEM e foram analisadas por citometria
de fluxo e imunofluorescéncia indireta. Expressdo de FLT3 mostradas
nas células pré-incubadas sem anticorpos foi definida como 100%. (B)
Células precursoras imaturas AML oriundas de 15 pacientes foram in-
cubadas com 4G8 de camundongo (10 g/ml), foram lavadas e foram
analisadas por citometria de fluxo e imunofluorescéncia indireta. A
quantidade de moléculas de anticorpo ligadas foi determinada por
comparagao com contas calibradas (QIFIKIT). (C) A célula percursora
imatura de AML usada em (B) foi incubada com anticorpo de
9.2.27SDIE conjugado por PE de néo ligacao ou 4G8SDIEM conjuga-
do por PE (10 ug/ml) foi analisado por citometria de fluxo de imunofluo-
rescéncia direta. SFl=indice de fluorescéncia especifica. O SFl de qua-
tro amostras ndo foi determinado (n.d.) por causa da alta ligagdo do
anticorpo de controle de 9.2.27SDIE.

[00049] Figura 12 mostra a expressdao de FLT3 em DCs e células
de medula éssea normais. (A) DCs isolados do sangue periférico de
doadores saudaveis por separagdo de célula magnética foram incuba-
dos com 4G8 de camundongos, foram lavados, foram manchados com

um anticorpo secundario marcado, foram lavados novamente e foram
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incubados com uma mistura de anticorpos de CD1lc- e CD303 diferen-
temente marcados. Células foram entdo analisadas por citometria de
fluxo. Ligacado de 4G8 ao CD303+ pDC e a subpopulagdo de CDI Ic+
niDC & mostrada em (B) e (C), respectivamente. (D,E) Similar a célu-
las de medula éssea normais (A-C) isoladas por densidade centrifuga-
cédo de gradiente foram incubadas com 4G8 de camundongo, foram
lavadas, foram manchadas com anticorpo secundario marcado e uma
mistura de anticorpos de CD34 e CD45 diferentemente marcados. Li-
gacao de 4G8 a baixa subpopulacdo de CD34+ é mostrada em (E).
Histogramas sombreados representam manchamento primario com
controle de isétopo, histogramas abertos com 4G8 de camundongo.
Resultados representativos de uma das trés experiéncias com DCs e
células de medula 6ssea oriundas de diferentes doadores saudaveis
s&o mostradas.

[00050] Figura 13 mostra a atividade citotoxica de 4G8SDIEM con-
tra células normais. (A) Células de medula éssea de ser humano ori-
undas de dois doadores saudaveis diferentes (barras pretas e som-
breadas) foram incubadas com 5 ug/ml de 4G8 SDIEM e unidades
formadoras de colénia determinadas depois de 12 dias de incubacao
de meio semissélido. Numeros de CFUs estavam relacionados com
controles nao tratados. (B) DCs isolados das PBMCs de doadores
saudaveis por separagdo de célula magnética e células de NALM16
foram usadas como alvos para 4G8 SDIEM em um ensaio de liberacao
de 51[Cr] por quatro horas (razdo de PBMC:alvo 100:1). Uma experi-
éncia representativa das trés com DCs e PBMCs autdlogas oriundas
de doadores diferentes &€ mostrada.

[00051] Figura 14 mostra os efeitos in vitro de anticorpo de 4G8 em
um paciente alvo e células efetoras. (A) PBMC de paciente foram ana-
lisadas por FACS quanto a expressédo de FLT3 usando-se o controle

de is6topo e anticorpo de 4G8 de camundongo parental seguido por
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conjugado de PE de anticamundongo e manchamento duplo para
CD34. (B, C) PBMC de paciente foram incubadas com células de
NALM16 positivas a FLT3 marcadas com cromo (B) ou células precur-
soras imaturas de paciente isoladas por selegao de CD34+ (C). Célu-
las alvo foram pré-tratadas com as concentragdes indicadas of 4G8-
SDIEM ou o anticorpo de 4G8 quimérico, ndo modificado (4G8-ch).
Inducdo de ADCC foi determinada por ensaios de liberacdo de cromo
em uma razao de PBM:alvo de 50:1. Observar que PBMC e células de
NK nao purificadas foram utilizadas.

[00052] Figura 15 mostra a semivida e caracteristicas de ligagao de
4G8-SDIEM in vivo. (A) Semivida de soro de 4G8- SDIEM foi determi-
nada por incubagao de células de NALM16 de expressédo de FLT3 com
amostras de soro em pontos de tempo diferentes de aplicagéo clinica.
A quantidade de anticorpo especificamente ligado foi determinada por
FACS e comparagdo com atividade de ligagdo de amostras de soro
contendo niveis definidos de 4G8-SDIEM. ND, ndo determinada. (B)
Para detectar ligagdo de 4G8-SDIEM in vivo, BM células precursoras
imaturas obtidas antes da terapia (dO) e | h depois da aplicagéo da
dose de 10 mg (d5) foram incubadas com o anticorpo de camundongo
de 4G8 parental, um segundo anticorpo de anti-FLT3 de n&o cruzada-
mente reativo (BV10) como indicado, ou controle de isétipo (picos
abertos) a 10 ug /ml, seguido por um conjugado por um conjugado de
PE de anticamundongo absorvido de ser humano. Inibigdo completa
de 4G8 de camundongo, mas néo ligagado de BV10 como determinada
por FACS indica saturacao de ligacdo de 4G8-SDIEM.

[00053] Figura 16 mostra os efeitos clinicos de 4G8-SDIEM. (A, B)
As percentagens de células precursoras imaturas CD34+ (circulos
aberto) e células de (CD69+) CD56+CD3-NK ativadas (diamantes) en-
tre células mononucleares em sangue periférico (PB) (A) ou medula

o0ssea (BM) (B) foram determinadas por FACS no tempo indicado du-
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rante o tratamento de leucemia evidente (C) Niveis de soro de TNF
nos tempos indicados durante o tratamento de leucemia evidente fo-
ram determinados por medi¢do de IMMULITE®). (D) A percentagem de
células de NK ativadas entre células mononucleares em PB (diaman-
tes) e niveis de soro de TNF (circulos) foram determinados como des-
critos acima nos tempos indicados durante a aplicagcao de 4G8-SDIEM
na remissdo completa (CR).

Descricdo Detalhada da Invencao

[00054] Os termos usados aqui tém, a ndo ser de outra maneira ex-
plicitamente afirmado, os seguintes significados.

[00055] Por "ADCC" ou "citotoxicidade mediada por célula depen-
dente de anticorpo” como usado aqui quer se dizer que a reagcao me-
diada por célula em que células citotdxicas que expressam FcRs reco-
nhecem anticorpo ligado em uma célula alvo e subsequentemente
causam lise da célula alvo.

[00056] Por "ADCP" ou "fagocitose mediada por célula dependente
de anticorpo" como usado aqui quer se dizer que a reacdo mediada
por célula em que células citotoxicas ndo especificas que expressam
FcRs reconhecem anticorpo ligado em uma célula alvo e subsequen-
temente causam fagocitose da célula alvo.

[00057] Por "aminoacido" e "identidade de aminoacido" como usado
aqui quer se dizer que um dos 20 aminoacido de ocorréncia natural ou
quaisquer analogos nao naturais que podem estar presentes em uma
posicao definida, especifica. Assim "aminoacido" como usado aqui é
tanto aminoacidos de ocorréncia natural ou sintéticos. Por exemplo,
homofenilalanina, citrulina e noreleucina sdo consideradas aminoaci-
dos para as finalidades da invencgdo. "Aminoacido" também inclui resi-
duos de iminoacido tais como prolina e hidroxiprolina. A cadeia lateral
pode estar ou na configuragdo (R) ou (S). Em uma concretizagao, os

aminoacidos estdo na configuracdo (S) ou L. Se cadeias laterais de
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ocorréncia nao natural forem carregadas, substituintes de ndo aminoa-
cido podem ser usados, por exemplo, para prevenir ou retardar degra-
dacao in vivo.

[00058] Por "anticorpo" aqui quer se dizer que uma proteina que
consiste em um ou mais polipeptideos substancialmente codificados
pela totalidade ou parte dos genes de imunoglobulina reconhecidos.
Os genes de imunoglobulina reconhecidos, por exemplo, em seres
humanos, incluem os locais genéticos capa (k), lambda ([A]), e locais
genéticos de cadeia pesada, que juntos compreendem os genes de
regido variavel de miriade, e os genes de regiao constante mu (u), del-
ta (), gama (y), épsilon (¢), e alfa (a) que codificam os is6tipos de g,
IgD, 1gG (lgGl, 1gG2, 1gG3, e 1gG4), IgE, e IgA (IgAl e IgA2) respecti-
vamente. Anticorpo aqui destina-se a incluir anticorpos de comprimen-
to total e fragmentos de anticorpo, e podem referir-se a anticorpo natu-
ral a partir de qualquer organismo, um anticorpo engenheirado, ou um
anticorpo gerado recombinantemente para as finalidades experimen-
tais, terapéuticas ou outras finalidades.

[00059] Por "célula B" ou "linfécito B" como usado aqui quer se di-
zer que um tipo de linfocito desenvolvido na medula éssea que circula
no sangue e na linfa, e prové imunidade humoral. Células B reconhe-
cem moléculas de antigeno livres e diferenciam ou maturam em célu-
las de plasma que secretam imunoglobulina (anticorpos) que inativam
os antigenos. Células de memodria sdo também geradas para produzir
a imunoglobulina especifica (anticorpo) nos encontros subsequentes
com tal antigeno. Células B sdo também conhecidos como "células
beta " na ilhota de Langerhans.

[00060] Por "célula T" ou "linfocito T" como usado aqui quer se dizer
que um tipo de linfécito desenvolvido na medula éssea que circula no
sangue e na linfa, e prové imunidade celular. Células T compreendem

um receptor de célula T que reconhece moléculas de antigeno ligadas
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a célula. Células T podem amadurecer em células T auxiliares que se-
cretam citocinas e ativam outros tipos de célula ou células T citotoxi-
cas que se ligam a e destroem outras células.

[00061] Por "FLT3" (receptor-3 de tirosina quinase de tipo fms),
"FLK2" (quinase-2 de figado fetal), e "CD 135" sdo usados intercambi-
avelmente aqui quer se dizer que um receptor de citocina expresso na
superficie de células progenitoras hematopoiéticas. FLT3 é um marca-
dor de superficie de célula usado para identificar certos tipos de pro-
genitores hematopoiéticos (sangue) na medula 6ssea. Especificamen-
te, progenitores multipotentes (MPP) e progenitores linfoides comuns
(CLP) expressam altos niveis de superficie de FLT3. O receptor de
FLT3 esta ligado pelo ligante de FIt3 de citocina (FIt3L). FLT3 € uma
tirosina quinase de receptor tipo Ill. Quando esse receptor € ligado por
FIt3L ele forma um dimero (homodimero) que ativa sinalizacédo de se-
gundo mensageiro. Sinalizagdo de FLT3 desempenha um papel impor-
tante na sobrevivéncia, proliferacao, e diferenciacédo de célula de de-
senvolvimento linfocitos (célula B e célula T). Como desregulagédo de
sinalizagdo de FLT3 pode causar doencas proliferativas, tal como can-
cer, e em particular leucemia, FLT3 é classificado como um proto-
oncogene. De fato, duplicagdes tandem internas de FLT3 s&o as mu-
tacdes mais comuns associadas a leucemia mielégena aguda (AML).
O uso de FLT3 aqui destina-se a incluir todos os alelos conhecidos ou
ainda nao revelados e formas polimérficas de FLT3. A sequéncia de
antigeno de FLT3 de ser humano é provida na SEQ ID NO: 65.

[00062] Por "CDC" ou "citotoxicidade dependente de complemento”
como usado aqui quer se dizer que a reagcao em que um ou mais com-
ponentes de proteina complementar reconhecem anticorpo ligado em
uma celula alvo e subsequentemente causam lise da célula alvo.
[00063] Por "regido constante" de um anticorpo como definida aqui

quer se dizer que a regido do anticorpo que é codificada por um dos
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genes constantes de regidao de imunoglobulina de cadeia leve ou pe-
sada.

[00064] Por "cadeia leve constante" ou "regidao constante de cadeia
leve" como usado aqui quer se dizer que a regido de um anticorpo co-
dificada pelas cadeias leves capa (Ck) ou lambda (CA). A cadeia leve
constante tipicamente compreende um unico dominio, € como definida
aqui refere-se a posicdes 108-214 de Ck ou lambda CA, em que a nu-
meracgao esta de acordo com o indice de EU.

[00065] Por "cadeia pesada constante" ou "regido constante de ca-
deia pesada" como usado aqui quer se dizer que a regiao de um anti-
corpo codificada pelos genes mu, delta, gama, alfa, ou épsilon para
definir o is6tipo do anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA, ou IgE, respecti-
vamente. Para anticorpos de IgG de comprimento total, a cadeia pe-
sada constante, como definida aqui, refere-se ao N- terminal do domi-
nio de CH1 ao C-terminal do dominio de CH3, assim compreendendo
posi¢des 118-447, em que a numeracgao esta de acordo com o indice
de EU.

[00066] Por "fungao efetora" como usado aqui quer se dizer que um
evento bioquimico que resulta da interagdo de uma regido de Fc de
anticorpo com um receptor ou ligante de Fc. Fungdes de efetor inclu-
em funcdes de efetor mediadas por FcR tais como ADCC e ADCP, e
funcdes de efetor mediadas por complemento tal como CDC.

[00067] Por "célula efetora" como usado aqui quer se dizer que uma
célula do sistema imune que expressa um ou mais receptores de Fc e
media uma ou mais funcdes de efetor. Células de efetor incluem mas
nao sao limitadas a mondcitos, macrofagos, neutréfilos, células dendri-
ticas, eosinofilos, mastécitos, plaquetas, células B, linfécitos granula-
res grandes, células de Langerhans, células assassinas naturais (NK),
e células T e podem ser de qualquer organismo incluindo mas néo li-

mitados a seres humanos, camundongos, ratos coelhos, e macacos.
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[00068] Por "Fab" ou "regidao de Fab" como usado aqui quer se di-
zer que os polipeptideos que compreendem os dominios de imunoglo-
bulina de VH, CHI, VH, e CL. Fab podem referir-se a essa regido no
isolamento, ou essa regidao no contexto de um anticorpo de compri-
mento total ou fragmento de anticorpo.

[00069] Por "Fc" ou "regiao de Fc", como usado aqui quer se dizer
que o polipeptideo compreendendo a regido constante de um anticor-
po excluindo o primeiro dominio de imunoglobulina de regido constan-
te. Assim Fc refere-se aos ultimos dois dominios de imunoglobulina de
regido constante de IgA, IgD, e IgG, e os ultimos trés dominios de
imunoglobulina de regido constante de IgE e IgM, e N-terminal de arti-
culacéo flexivel a esses dominios. Para IgA e IgM, Fc pode incluir a
cadeia J. Para IgG, Fc compreende dominios de imunoglobulina Cy2 e
Cy3 e a articulacao entre Cy1 e Cy2. Embora os limites da regido de
Fc possam variar, a regido de Fc de cadeia pesada de IgG de ser hu-
mano € usualmente definida para conter residuos C226 ou P230 ao
seu terminal de carboxila, em que a numeracao esta de acordo com o
indice de EU como em Kabat. Fc pode referir-se a essa regido no iso-
lamento, ou essa regido no contexto de um polipeptideo de Fc, por
exemplo um anticorpo.

[00070] Por "polipeptideo de Fc" como usado aqui quer se dizer que
um polipeptideo que compreende a totalidade ou parte de uma poli-
peptideos de Fc de regido de Fc incluem fragmentos de Fc, Fcs isola-
dos e fusbes de Fc de anticorpos.

[00071]  Por "receptor gama de Fc" ou "FcR" como usado aqui quer
se dizer que qualquer membro da familia de proteinas que se ligam a
regido de Fc de anticorpo de IgG e sdo substancialmente codificadas
pelo genes de FcR. Em seres humanos essa familia inclui mas néo é
limitada a FcRI (CD64), incluindo isoformas FcRla, FcRIb, e FcRIic;
FcRII (CD32), incluindo isoformas FcyRIla (incluindo alétipos H131 e
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R131 ), FcRIlb (incluindo FcRIlb-I e FcRIIb-2), e FcRIlc; e FcRIIl (CD
16), incluindo isoformas FcRIlla (incluindo al6tipos V158 e F158) e
FcRIllb (incluindo alétipos FcRIlIb-NAI e FcRIIIb-NA2) (Jefferis e ou-
tros, 2002, Immunol Lett 82:57-65), bem como quaisquer isoformas ou
alétipos de FcRs ou FcR de ser humano ndo revelados. FcyRs de ca-
mundongo incluem mas ndo s&o limitados a FcRI (CD64), FcyRII
(CD32), FRIII (CD16), e FcRIll-2 (CD16-2), bem como quaisquer iso-
formas ou alétipos FcRs ou FcR de camundongo néo revelados. Um
FcR pode ser de qualquer organismo, incluindo mas nao limitado a se-
res humanos, camundongos, ratos, coelhos, e macacos.

[00072] Por "ligante de Fc" ou "receptor de Fc" como usado aqui
quer se dizer que uma molécula, por exemplo, um polipeptideo, oriun-
do de qualquer organismo que liga a regido de Fc de um anticorpo pa-
ra formar um complexo de ligante de Fc. Ligantes de Fc incluem mas
nao sao limitados a FcRs, FcRn, Clqg, C3, lecitina de ligagdo de raa-
nan, receptor de manose, proteina A estafilocécica, proteina G estrep-
tocdcica, e FcR viral. Ligantes de Fc também incluem homdlogos de
receptor de Fc (FCRH), que sdo uma familia de receptores de Fc que
sdo homdlogos aos FcRs (Davis e outros, 2002, Immunological Revi-
ews 190:123-136). Ligantes de Fc podem incluir moléculas néo reve-
ladas que ligam Fc.

[00073] Por "IgG" como usado aqui quer se dizer que um polipepti-
deo que pertence a classe de anticorpos que sado substancialmente
codificados por um gene de imunoglobulina gama reconhecido. Em
seres humanos essa classe compreende IgGl, 1gG2, IgG3, e IgG4. Em
camundongos essa classe compreende IgGl, IgG2a, IgG2b, 1gG3.
[00074]  Por "imunoglobulina (Ig)" aqui quer se dizer que uma prote-
ina que consiste em um ou mais polipeptideos substancialmente codi-
ficados por genes de imunoglobulina. Imunoglobulinas incluem, mas

nao sao limitadas a anticorpos. Imunoglobulinas podem ter numerosas
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formas estruturais, incluindo, mas nao limitadas a anticorpos de com-
primento total, fragmentos de anticorpo, e dominios de imunoglobulina
individuais.

[00075] Por "dominio de imunoglobulina (Ig) " aqui quer se dizer
que uma imunoglobulina que existe como uma entidade estrutural dis-
tinta como determinada por aquele versado na técnica da estrutura de
proteina. Dominio de Ig tipicamente tém uma topologia de dobramento
de sanduiche beta caracteristico. Os dominios de Ig conhecidos na
classe IgG de anticorpos sao VH, Cl, C2, C3, VL, e CL.

[00076] Por "modificacdo de aminoacido" aqui quer se dizer que
uma substituicdo de aminoacido, inser¢gao e/ou delecdo em uma se-
quéncia de polipeptideos.

[00077] Por "substituicdo de aminoacido" ou "substituicao" aqui
quer se dizer que a substituicdo de um aminoacido a uma posigao par-
ticular em uma sequéncia de polipeptideos de origem com um outro
aminoacido. Por exemplo, a substituicdo 1332E refere-se a um polipep-
tideo de variante, nesse caso a variante constante de cadeia pesada,
em que a isoleucina na posigéo 332 é substituida com acido glutamico.
O residuo de tipo selvagem pode ou ndo pode ser designado. Para o
exemplo precedente, 332E indica a substituicdo da posi¢cao 332 com
um acido glutdmico. Para as finalidades aqui, multiplas substituicoes
sao tipicamente separadas por um corte. Por exemplo, 239D/332E re-
fere-se a uma variante dupla compreendendo as substituicoes 239D e
332E.

[00078] Por "insergao de aminoacido" ou "insergao" como usado
aqui quer se dizer que a adicdo de um aminoacido a uma posicao par-
ticular em uma sequéncia de polipeptideos de origem. Por exemplo,
inserto-236G designa uma insercao de glicina na posi¢ao 236.

[00079] Por "delecdo de aminoacido" ou "delecdo" como usado aqui

quer se dizer que a remogao de um aminoacido a uma posicao particu-
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lar em uma sequéncia de polipeptideos de origem Por exemplo, G236
designa a delecdo de glicina na posicédo 236.

[00080] Por "polipeptideo de origem", "proteina de origem", "poli-
peptideo de precursor”, ou "proteina de precursor " como intercambia-
velmente usado aqui quer se dizer que um polipeptideo que é subse-
guentemente modificado para gerar uma variante, por exemplo, qual-
quer polipeptideo que serve como um modelo e/ou base para pelo
menos uma modificacdo de aminoacido descrita aqui. O polipeptideo
de origem pode ser polipeptideo de ocorréncia natural, ou uma varian-
te ou versao engenheirada de um polipeptideo de ocorréncia natural.
Polipeptideo de origem pode referir-se ao proprio polipeptideo, com-
posicdes que compreendem o polipeptideo de origem, ou a sequéncia
de aminoacidos que o codifica. Correspondentemente, por "anticorpo
de origem" ou "imunoglobulina de origem" como usado aqui quer se
dizer que um anticorpo ou imunoglobulina que € modificado para gerar
uma variante (por exemplo, um anticorpo de origem pode incluir, mas
nao é limitado a, uma proteina compreendendo a regido constante de
uma Ig de ocorréncia natural).

[00081]  Por "proteina" ou "polipeptideo" como usado aqui quer se
dizer que pelo menos dois aminoacidos covalentemente ligados, que
inclui proteinas, polipeptideos, oligopeptideos e peptideos A proteina
pode ser formada de aminoacido de ocorréncia natural e ligagdes de
peptideo, ou estruturas peptidomiméticas sintéticas, isto €, "analogos”,
tais como peptoides.

[00082] Por "posicao" como usado aqui quer se dizer que uma loca-
lizagdo na sequéncia de uma proteina. Posigcdes podem ser numera-
das sequencialmente, ou de acordo com um formato estabelecido, por
exemplo, o indice de EU como em Kabat (Kabat e outros, 1983). Se
nao indicado de outra maneira, todas as posicbes mencionadas sio

numeradas de acordo com o indice de EU. Posi¢cdes correspondentes
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sao determinadas como delineadas aqui, em geral através de alinha-
mento com outras sequéncias de origem.

[00083] Por "residuo" como usado aqui quer se dizer que uma posi-
¢do em uma proteina em sua identidade de aminoacido associada. Por
exemplo, Serina 239 (também chamada de Ser239 e S239) é um resi-
duo na posigéo 239 na IgGl de anticorpo de ser humano.

[00084] Por "antigeno alvo" ou "alvo" ou "antigeno" como usado
aqui quer se dizer que a molécula que é ligada especificamente pela
regido variavel de um dado anticorpo. Um antigeno alvo pode ser uma
proteina, carboidrato, lipidio, ou outro composto quimico.

[00085] Por "célula alvo" como usado aqui quer se dizer que uma
célula que expressa um antigeno alvo.

[00086] Por "regido variavel" como usado aqui quer se dizer que a
regido de uma imunoglobulina que compreende um ou mais dominios
de Ig substancialmente codificados por qualquer um dos genes VK, VA,
e/lou VH que formam os locais genéticos de imunoglobulina capa,
lambda, e de cadeia pesada respectivamente.

[00087] Por "proteina de variante", "variante de proteina", "polipep-
tideo de variante", ou "variante de polipeptideo" como usado aqui quer
se dizer que uma sequéncia de polipeptideos que difere daquele de
uma sequéncia polipeptideos de origem em virtude de pelo menos
uma modificacdo de aminoacido. Polipeptideo de variante pode referir-
se ao proprio polipeptideo, uma composicdo compreendendo o poli-
peptideo, ou a sequéncia de amino que a codifica. Em uma concreti-
zacao, o polipeptideo de variante tem pelo menos uma modificacéo de
aminoacido em comparagao com o polipeptideo de origem, por exem-
plo, de cerca de um a cerca de dez modificacbes de aminoacido, por
exemplo, de cerca de um a cerca de cinco modificacdes de aminoaci-
do em comparagdo com a origem. A sequéncia de polipeptideos de

variante aqui pode possuir pelo menos cerca de 80% de homologia
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com a sequéncia polipeptideos de origem, por exemplo, pelo menos
cerca de 90% de homologia, pelo menos cerca de 95% de homologia,
etc.. Correspondentemente, por "anticorpo de variante" ou "variante de
anticorpo" como usado aqui quer se dizer que uma sequéncia de anti-
corpos que difere daquele de uma sequéncia de anticorpos de origem
em virtude de pelo menos uma modificagdo de aminoacido. Anticorpo
de variante ou variante de anticorpo pode referir-se ao préprio anticor-
po polipeptideo, composi¢cdes compreendendo o polipeptideo de vari-
ante de anticorpo, ou a sequéncia de aminoacidos que o codifica. Cor-
respondentemente, por "variante constante de cadeia pesada" ou "va-
riante constante de cadeia leve" ou "variante de Fc" como usado aqui
quer se dizer que a cadeia pesada constante, cadeia leve constante,
ou polipeptideo ou sequéncia de regidao de Fc, respectivamente, que
difere na sequéncia daquela de uma sequéncia de origem em virtude
de pelo menos uma modificagdo de aminoacido.

[00088] Por "tipo selvagem" ou "WT" aqui quer se dizer que uma
sequéncia de aminoacidos ou uma sequéncia de nucleotideos que é
encontrada na natureza, incluindo variagdes alélicas. Uma proteina de
tipo selvagem, polipeptideo, anticorpo, imunoglobulina, IgG, etc., tem
uma sequéncia de aminoacidos ou uma sequéncia de nucleotideos
gue nao foi intencionalmente modificada.

[00089] Para a totalidade de posi¢cdes de regido constante de ca-
deia pesada de imunoglobulina discutidas na presente invengao, nu-
meragao esta de acordo com o indice de EU como em Kabat (Kabat e
outros, 1991, Sequéncias of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed,
United States Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda). O "indice de EU como em Kabat" refere-se a numeracao
do residuo do anticorpo de IgGl EU de ser humano, como descrito em
Edelman e outros, 1969, Biochemistry 63 78-85).

[00090] "Antigenos" sdo macromoléculas capazes de gerar uma

Peticéo 870200005134, de 13/01/2020, pag. 62/174



28/133

resposta de anticorpo em um animal e sendo reconhecidos pelo anti-
corpo resultante. Tanto antigenos quanto haptenos compreendem pelo
menos um determinante antigénico ou "epitopo"”, que é a regiao do an-
tigeno ou hapteno que se liga ao anticorpo. Tipicamente, o epitopo em
um hapteno € a molécula inteira.

[00091] O termo "amostra", como usado aqui, refere-se a uma ali-
quota de material, frequentemente matrizes biolégicas, uma solugao
aquosa ou uma suspensao aquosa derivada do material biolégico. Ma-
teriais podem ser avaliadas quanto a presenca de analito pelos méto-
dos da presente invencao incluem, por exemplo, células, tecidos, ho-
mogenatos, lisados, extratos, e proteinas purificadas ou parcialmente
purificadas e outras moléculas bioldgicas e suas misturas.

[00092] Exemplos ndo limitantes de amostras tipicamente usados
nos métodos da invencgao incluem fluidos de corpo de animal e de ser
humano tais como sangue total, soro, plasma, fluido cerebroespinhal,
escarro, lavagem brdnquica, aspiragdes brdnquicas, urina, sémen, flu-
idos de linfa e varias outras secrecdes externas dos tratos respiratorio,
intestinais e genitourinario, lagrimas, saliva, leite, leucdcitos, mielomas
e semelhantes; fluidos biolégicos tais como sobrenadantes de cultura
de células; espécie de tecido que pode ou ndo pode fixada; e espécies
de células que podem ou ndo podem ser fixas. As amostras usadas
nos métodos da presente invengao variardo no formato de ensaio e na
natureza dos tecidos, células, extratos ou outros materiais, materiais
especialmente bioldgicos, a serem analisados. Métodos para a prepa-
racao de extratos de proteina a partir de células ou amostras séo bem
conhecidos na técnica e podem ser prontamente adaptados a fim de
se obter uma amostra que € compativel com os métodos da invencgao.
[00093] “"Especificamente ligacdo" e "ligacdo especifica", como
usado aqui, quer se dizer que um anticorpo se liga a seu alvo (analito)

com base no reconhecimento de um epitopo na molécula alvo. O anti-
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corpo de preferéncia reconhece e se liga a molécula alvo com uma
afinidade de ligagdo mais alta do que ela se liga a outros compostos
que podem estar presentes. Em varias concretizagcdes da invencao,
"especificamente ligagao" pode significar que um anticorpo se liga a
molécula alvo com pelo menos cerca de a 10° vezes de afinidade mai-
or, de preferéncia pelo menos cerca de a 10’ vezes de afinidade maior,
mais de preferéncia pelo menos cerca de a 108 vezes de afinidade
maior, e mais de preferéncia pelo menos cerca de uma afinidade 10°
vezes maior do que ele liga moléculas n&o relacionada com a molécu-
la alvo. Tipicamente, ligacao especifica refere-se a afinidades na faixa
de cerca de 10° vezes a cerca de 10° vezes maior do que ligagédo nédo
especifica. Em algumas concretizagdes, ligagcdo especifica pode ser
caracterizada por afinidades maior do que 10° vezes sobre ligagdo nio
especifica. A afinidade de ligacado pode ser determinada por qualquer
método adequado. Tais métodos sdo conhecidos na técnica e incluem,
sem limitagdo, ressonancia de plasménio de superficie e colorimetria
de titulagao isotérmica. Em uma concretizagao especifica, o anticorpo
exclusivamente reconhece e se liga ao alvo analito.

[00094] O termo "anticorpo monoclonal", como usado aqui, refere-
se a um anticorpo obtido a partir de uma populagao de anticorpos
substancialmente homogéneos, isto €, os anticorpos individuais com-
preendendo a populacdo sio idénticos exceto quanto a possiveis mu-
tacdes de ocorréncia natural que podem estar presentes em quantida-
de menores. Anticorpos monoclonais sao altamente especificos, sendo
dirigidos contra um unico sitio antigénico. Além do mais, em contraste
com preparagdes de anticorpo convencionais (policlonais) que tipica-
mente incluem anticorpos diferentes dirigidos contra diferentes deter-
minantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal é dirigido contra um
unico determinante no antigeno. Além de sua especificidade, os anti-

corpos monoclonais sao vantajosos pelo fato de que eles podem ser
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sintetizados por cultura de hibridoma, nao contaminados por outras
imunoglobulinas. O modificador "monoclonal” indica o carater do anti-
corpo como sendo obtido a partir de uma populagado substancialmente
homogénea de anticorpos, e ndo deve ser interpretado como producio
de exigéncia do anticorpo por qualquer método particular. Os anticor-
pos monoclonais podem incluir anticorpos "quiméricos" (a patente U.S.
No. 4.816.567; e Morrison e outros (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81: 6851-6855) e anticorpos humanizados (Jones e outros (1986) Na-
ture, 321 : 522-525; eichmann e outros (1988) Nature, 332: 323- 329;
Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596).

[00095] Anticorpos monoclonais podem ser obtidos por qualquer
técnica que prové a producido de moléculas de anticorpo por linhas de
células continuas na cultura. Essas incluem, mas ndo sao limitadas a
técnica de hibridoma de Koehler and Milstein (1975), Nature, 256: 495-
7; e a patente de U.S. no. 4.376.110), a técnica de hibridoma de célula
B de ser humano (osbor, e outros (1983), Immunology Today, 4: 72;
Cote, e outros (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 2026-30), e a
técnica de hibridoma de EBV (Cole, e outros (1985), in Anticorpos mo-
noclonais And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., New York, pp. 77-
96). A preparagao de anticorpos monoclonais especificos para um
composto alvo & também descrito em Harlow and Lane, eds. (1988)
Antibodies - A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory,
Chapter 6. Tais anticorpos podem ser qualquer classe de imunoglobu-
lina incluindo 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD e qualquer sua subclasse. A pro-
ducao de hibridoma do inAb pode ser cultivada in vitro ou in vivo. Pro-
ducao de titulos altos de mAbs in vivo produz esse um método muito
eficaz de produgao.

[00096] "Anticorpos policlonais" s&o populagdes heterogéneas de
moléculas de anticorpo derivadas dos soros de animais imunizados

com um antigeno, ou um seu derivado funcional antigénico. Para a
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producao de anticorpos policlonais, animais hospedeiros tais como co-
elhos, camundongos e cabras, podem ser imunizados por inje¢ado com
um antigeno ou conjugado de veiculo de hapteno opcionalmente su-
plementado com auxiliares.

[00097] Técnicas descritas para a producado de anticorpos de ca-
deia simples (a patente de U.S. no. 4.946.778; Bird (1988), Science
242: 423-26; Huston, e outros (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:
5879-83; e Ward, e outros (1989), Nature, 334: 544-46) podem ser
adaptadas para produzir anticorpos de cadeia simples de gene. Anti-
corpos de cadeia simples séo tipicamente formados por ligagdo dos
fragmentos de cadeia leve e pesada da regido de Fv via uma ponto de
aminoacido, resultando em um polipeptideo de cadeia simples.

[00098] Fragmentos de anticorpo que reconhecem epitopos especi-
ficos podem ser gerados por técnicas conhecidas. Por exemplo, tais
fragmentos incluem mas ndo sé&o limitados a: os fragmentos de F(ab')2
que podem ser produzidos por digestdo de pepsina do anticorpo molé-
cula e os fragmentos de Fab que podem ser gerados por redugédo das
pontes de dissulfeto dos fragmentos de F(ab')2. Alternativamente, bi-
bliotecas de expressao de Fab podem ser construidas (Huse, e outros
(1989), Science, 246: 1275-1281) para permitir identificagdo rapida e
facil de fragmentos de Fab monoclonais com a especificidade deseja-
da.

[00099] Os termos "polinucleotideo" e "(molécula) de acido nuclei-
co" sdo usados intercambiavelmente aqui para referir-se a formas po-
liméricas de nucleotideos de qualquer comprimento, incluindo acidos
nucleicos de ocorréncia natural e de ndo ocorréncia natural. Os polinu-
cleotideos podem conter desoxirribonucleotideos, ribonucleotideos
e/ou seus analogos. Métodos para a selecédo e preparacao de acidos
nucleicos sao diversos e bem descritos nos protocolos biomolecular

padrdao. Um modo tipico seria PCR preparativo PCR e purificacédo
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cromatografica que parte dos DNAs de modelo existentes ou sintese
por etapas acidos nucleicos artificiais. Tipicamente, as moléculas de
acido nucleico mencionadas aqui sdo moléculas de DNA.

[000100] O termo "pelo menos uma" como usado aqui com relagao a
substituicdes de aminoacidos refere-se a pelo menos 1, mas de prefe-
réncia pelo menos 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 ou uma pluralidade de substituicdes de aminoacidos.
[000101] Os termos "contato" ou "incubacao", como usado intercam-
biavelmente aqui, referem em geral a provisao de acesso de um com-
ponente, reagente, analito ou amostra a um outro.

[000102] O termo "deteccao" como usado aqui refere-se a qualquer
método de verificacdo da presenca de uma dada molécula. As técni-
cas usadas para realizar isso podem incluir, mas nao sao limitadas a,
imunoensaios, tais como ELISA e Immuno PCR (IPCR).

[000103] Malignidades hematolégicas sé&o cancer tipos de cancer
que afetam sangue, medula éssea, e linfonodos. Malignidades hema-
tologicas podem derivar de ou das duas linhagens de células de san-
gue principais: linhas de células mieloides e linfoides. A linha de célula
mieloide normamalmente produz granuldcitos, eritrocitos, trombaocitos,
macrofagos e mastdcitos; a linha de célula linfoide produz células B, T,
NK e plasma. Linfomas, leucemia linfocitica, e mieloma sao oriundas
da linha linfoide, enquanto leucemia mielégena crénica e aguda, sin-
dromes mielodisplasicas e doenga mieloproliferativas sdo de origem
mieloide.

[000104] Leucemia é um cancer do sangue ou medula 0ssea e é ca-
racterizada por uma proliferacdo anormal de células de sangue, usu-
almente células branca de sangue (leucdcitos). Leucemia é clinica-
mente e patologicamente subdividida em uma variedade de grandes
grupos. Leucemia aguda é caracterizada pelo rapido aumento de célu-

las de sangue imaturas. Essa aglomeragao forma uma medula éssea
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incapaz de produzir células de sangue saudaveis. Tratamento imediato
€ exigido em leucemia aguda devido a rapida progressao e acumulo
das células malignas, que entdo derramam para dentro da corrente
sanguinea e espalham para outros 6rgaos do corpo. Formas agudas
de leucemia sao as formas mais comuns de leucemia em criangas.
Leucemia cronica € distinguida pela construgdo excessiva de células
branca de sangue relativamente maduras, mas ainda anormais. Tipi-
camente levando meses ou anos para progredir, as células sdo produ-
zidas em uma taxa muito mais alta do que células normais, resultando
em muitas células branca de sangue anormais no sangue. Enquanto
que leucemia aguda deve ser tratada imediatamente, formas crénicas
sao algumas vezes monitoradas por algum tempo antes do tratamento
para assegurar maxima eficacia de terapia. Leucemia crénica princi-
palmente ocorre em pessoas mais velhas, mas pode teoricamente
ocorrer em qualquer grupo de idade. Adicionalmente, as doengas sao
subdivididas de acordo com que espécie de célula de sangue é afeta-
da. Essa divisédo divide leucemias em leucemia linfoblastica ou linfoci-
tica e leucemias mieloide ou mielégena: Na leucemia linfoblastica ou
linfocitica, a mudanga cancerosa ocorre em um tipo de célula de me-
dula que normalmente segue para formar linfocitos, que sao células do
sistema imune de combate de infecgdo. A maior parte da leucemia lin-
focitica envolve um subtipo especifico de linfocito, a célula B. Em leu-
cemias mieloide ou mielégena, a mudanga cancerosa ocorre em um
tipo de célula de medula que normalmente segue para formar hema-
ceas, alguns outros tipos de ceélulas brancas e plaquetas.

[000105] Leucemia mieloide aguda (AML), também conhecidas como
leucemia mieldbgena aguda, € um céncer da linha mieloide de células
de sangue, caracterizada pelo rapido crescimento de células branca
de sangue anormais que se acumulam na medula 6ssea e interferem

com a producdo de células de sangue normais. AML é a leucemia
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aguda mais comum que afeta adultos, e sua incidéncia aumenta com a
idade. Embora AML seja uma doenca relativamente rara, representan-
do cerca de 1,2% de mortes de cancer nos Estados Unidos, sua inci-
déncia € esperada aumentar quando a populagado envelhece.

[000106] Os sintomas de AML sao caudados por substituicao da me-
dula éssea normal com células leucémicas, que causa uma queda nas
hemaceas, plaquetas, e células branca normais de sangue. Esses sin-
tomas incluem fadiga, brevidade de respiragdo, machucamento facil e
sangramento, e risco aumentado de infec¢do. Embora varios fatores
de risco para AML terem sido identificados, a causa especifica da do-
enga permanece nao clara. Uma vez que uma leucemia aguda, AML
progride rapidamente e € fatal no periodo de semanas ou meses se
nao for tratada.

[000107] AML tem varios subtipos; tratamento e progndstico variam
entre subtipos. Sobrevivéncia de cinco anos varia de 15-70%, e taxa
de recaida varia de 78-33%, dependendo do subtipo.

[000108] Anticorpos monoclonais sdo uma classe de proteinas tera-
péuticas que podem ser usadas para tratar doencas e desordens proli-
ferativas de células, em particular aquelas que afetam o sistema he-
matopoiético. Numerosas propriedades favoraveis de anticorpos, inclu-
indo mas nao limitadas a especificidade par alvo, capacidade de medi-
ar mecanismos de efetor imune, e semivida longa no soro, torna tera-
péuticas poderosas de anticorpos. A presente invengao descreve anti-
corpos contra a proto-oncogene FLT3.

[000109] FLT3 demonstrou desempenhar um papel significativo no
inicio e progresséao de leucemias, em particular AML, e primeiras expe-
riéncias com inibidores de FLT3 em pacientes com AML mostram re-
sultados promissores. No entanto, ainda existe a necessidade de anti-
corpos de anti-FLT3 que sao uteis no tratamento de leucemias, tal co-
mo AML.
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[000110] O sucesso clinico de anticorpos dirigidos contra FLT3 de-
pende de seu(s) mecanismo(s) potencial(ais) de acdo. Ha numerosos
mecanismos possiveis pelos quais anticorpos medeim efeitos celula-
res, incluindo antiproliferagcdo via bloqueio das trajetérias de cresci-
mento necessarias, sinalizagéo intracelular que leva a apoptose, regu-
lacdo para baixo e/ou mudanca aumentada de receptores, citotoxici-
dade dependente de complemento (CDC), citotoxicidade mediada por
célula dependente de anticorpo (ADCC), fagocitose medidada por cé-
lula dependente de anticorpo (ADCP) e promoc¢do de uma resposta
imune adaptativa (Cragg e outros, 1999, Curr Opin Immunol 11 541-
547, Glennie e outros, 2000, Immunol Today 21 403- 410). Eficacia de
anticorpo pode ser devido a uma combinagdo desses mecanismos, e
sua importancia relativa na terapia clinica para oncologia parece ser
dependente de cancer.

[000111] A importancia de fun¢des de efetor mediadas por FcR para
a atividade de alguns anticorpos foi demonstrada em camundongos
(Clynes e outros, 1998, Proc Natl Acad Sci U S A 95 652-656, Clynes
e outros, 2000, Nat Med 6 443-446,), e de correlagdes observadas en-
tre a eficacia clinica em seres humanos e seu alétipo de formas poli-
morficas alfa (VI 58) ou baixa (F158) afinidade de FcRIlla (Cartron e
outros, 2002, Blood 99 754- 758, Weng & Levy, 2003, Journal of Clini-
cal Oncology, 21 3940-3947). Juntos esses dados sugerem que um
anticorpo que sao otimizados para a ligagao a certos FcRs podem me-
Ihor mediar funcgdes de efetor, e desse modo destruindo células alvo
mais eficazmente em pacientes Assim um meio promissor para o au-
mento da poténcia de anti-tumor de anticorpos € via aumento de sua
capacidade de mediar funcdes de efetor citotoxicas tais como ADCC,
ADCP, e CDC Adicionalmente, anticorpos podem mediar mecanismos
de anti-tumor via crescimento inibitério ou sinalizacdo apoptética que

pode ocorrer quanto um anticorpo se liga a seu alvo nas células de
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tumor. Tal sinalizacdo pode ser potencializada quando anticorpos sao
apresentados a células de tumor ligadas a células imunes via FcR.
Portanto afinidade aumentada de anticorpos para FcRs pode resultar
em efeitos antiproliferativos aumentados.

[000112] Algum sucesso foi alcangado na modificagdo de anticorpos
com ligagao seletivamente aumentada a FcRs para prover funcéo efe-
tora aumentada. Engenheiramento de anticorpo para fungao efetora
otimizada foi alcangadas usando-se modificagdes de aminoacido (vide,
por exemplo, pedido de patente US 2004-0132101 ou pedido de pa-
tente US 2006- 0024298.

[000113] Infelizmente, ndo é conhecido a priori que mecanismos de
agao podem ser 6timos para um dado antigeno alvo. Além do mais,
nao é conhecido que anticorpos podem ser capazes de mediar um da-
do mecanismo de agao contra a célula alvo. Em alguns casos uma fal-
ta de atividade de anticorpo, ou mediado por Fv ou mediado por Fc,
pode ser devido ao direcionamento de um epitopo no antigeno alvo
que é pobre para a mediacao de tal atividade. Em outros casos, o epi-
topo direcionado pode ser receptivo a uma atividade mediada por Fc
ou mediada por Fv desejada, ainda a afinidade (afinidade da regido de
Fv para o antigeno ou afinidade da regido de Fc para receptores de
Fc) pode ser insuficiente em relagao ao tratamento desse problema, a
presente invencdo descreve modificagcdes em anticorpos de anti-FLT3
que proveem atividades mediadas por Fc, por exemplo de novo ativi-
dade mediada por Fc otimizada ou gerada.

[000114] Anticorpos sao proteinas imunolégicas que ligam um anti-
geno especifico. Na maioria dos mamiferos, incluindo seres humanos
e camundongos, anticorpos s&o construidos a partir de cadeias de po-
lipeptideo leve e pesada emparelhadas. As regides de cadeia variaveis
leve e pesada mostram diversidade de sequéncia significativa entre

anticorpos, e sdo responsaveis pela ligacdo do antigeno alvo. Cada
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cadeia é formada e dominio de imunoglobulina individual (lg), e assim
o termo genérico imunoglobulina € usado para tais proteinas.

[000115] Unidades estruturais de anticorpo naturais tipicamente
compreendem a tetramero. Cada tetramero € tipicamente constituido
de dos pares idénticos de cadeias de polipeptideo, cada par tendo
uma cadeia "leve" (tipicamente tendo um peso molecular de cerca de
25 kDa) e uma cadeia "pesada” (tipicamente tendo um peso molecular
de cerca de 50-70 kDa). Cada uma das cadeias leve e pesada sao
formadas de duas regides distintas, chamadas das regides variaveis e
constantes. Para a classe de IgG de imunoglobulinas, a cadeia pesada
€ constituida de quatro dominios de imunoglobulina ligados de N- a C-
terminal na ordem VH-CH1-CH2-CH3, fazendo-se referéncia a um
dominio variavel de cadeia pesada, dominio 1 constante de cadeia pe-
sada, dominio 2 constante de cadeia pesada, e dominio 3 constante
de cadeia pesada respectivamente (também chamada de VH-Cy1-
Cy2-Cy3, fazendo-se referéncia a um dominio variavel de cadeia pe-
sada, dominio 1 gama constante, dominio 2 gama constante, e domi-
nio 3 gama constante respectivamente). A cadeia leve de IgG é consti-
tuida de dois dominios de imunoglobulina ligados de N- a C-terminal
na ordem VL-CL, fazendo-se referéncia ao dominio variavel de cadeia
leve e o dominio constante de cadeia leve. As regides constantes mos-
tram menos diversidade de sequéncia, e sdo responsaveis pela liga-
¢ao de numerosas proteinas naturais para eliciar eventos bioquimicos
importantes.

[000116] A regido variavel de um anticorpo contém os determinantes
de ligagédo de antigeno da molécula, e assim determina a especificida-
de de um anticorpo para seu antigeno alvo. A regido variavel é assim
chamada porque ela é a mais distinta na sequéncia de outros anticor-
pos dentro da mesma classe. Na regido variavel, trés lagos sao reuni-

dos para cada um dos dominios de V da cadeia pesada e da cadeia
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leve para formar um sitio de ligacdo de antigeno. Cada um dos lagos é
chamado de uma regiao de determinagao de complementaridade (aqui
em seguida de chamada de uma "CDR"), em que a variagdo na se-
quéncia de aminoacidos é mais significativa. Ha 6 CDRs total, trés ca-
da uma por cadeia leve e pesada, designada CDR1 de VH, CDR2 de
VH, CDR3 de VH, CDR1 de VL, CDR2 de VL, e CDR3 de VL. A regiao
variavel do lado de fora das CDRs € chamada da regiao de estrutura
(FR). Embora ndo tdo diversa quanto as CDRs, variabilidade de se-
quéncia nao ocorre na regiao de FR entre anticorpos diferentes. além
de tudo, essa arquitetura de caracteristica de anticorpos prové um ar-
macao estavel (a regiao de FR) na qual diversidade de antigeno subs-
tancial (as CDRs) pode ser explorada pelo sistema imune para se ob-
ter especificidade para um amplo conjunto de antigenos. numerosas
estruturas de alta resolugao estao disponiveis dos fragmentos de regi-
ao variavel de diferentes organismos, alguns n&o ligados e alguns em
complexo com antigeno. Sequéncia e caracteristicas estruturais das
regides variaveis de anticorpo sdo reveladas, por exemplo, em Morea
e outros, 1997, Biophys Chem 68:9-16; Morea e outros, 2000, Methods
20:267- 279, e as caracteristicas conservadas de anticorpos sao reve-
ladas por exemplo, em Maynard e outros, 2000, Annu Rev Biomed
Eng 2:339-376.

[000117] Anticorpos sdo agrupados em classes, também chamadas
de isétipos, como determinados geneticamente pela regido constante.
Cadeia leve constante de ser humano séo classificadas como cadeias
leve capa (Ck) e lambda (CA). cadeias pesadas de ser humano séo
classificadas como mu, delta, gama, alfa, ou épsilon, e definem o is6ti-
po do anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE, respectivamente. A
classe de IgG é a mais comumente usada para as finalidades terapéu-
ticas.

[000118] Por "IgG" como usado aqui quer se dizer que um polipepti-
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deo que pertence a classe de anticorpos que sao substancialmente
codificados por um gene de imunoglobulina gama reconhecido. Em
seres humanos essa classe compreende subclasses IgG |, IgG2, IgG3,
e lgG4. Em camundongos essa classe compreende subclasses 1gGl,
lgG2a, 1gG2b e 1gG3. IgM tem subclasses, incluindo, mas n&o limita-
das a, IgMI e IgM2. IgA tem varias subclasses, incluindo mas nao limi-
tadas a IgAl e IgA2. Assim, "is6tipo" como usado aqui quer se dizer
gue qualquer uma das classes ou subclasses de imunoglobulinas defi-
nidas pelas caracteristicas quimica e antigénicas de suas regides
constantes. Os is6tipos de imunoglobulina de ser humano conhecidos
sao IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl, IgA2, IgMI, IgM2, IgD, e IgE.

[000119] Também uteis para a invengcdo podem ser IgGs que sao
composic¢des hibridas dos iso6tipos de IgG de ser humano natural. Fun-
coes de efetor tais como ADCC, ADCP, CDC, e semivida de soro dife-
rem significativamente entre as diferentes classes de anticorpos, inclu-
indo, por exemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4s IgAl, 1IgA2, IgD, IgE, 1gG, e
IgM de ser humano (Michaelsen e outros, 1992, Molecular Immuno-
logy, 29(3): 319-326). Numerosos estudos exploraram variantes de
lgGl, 1gG2, 1IgG3, e IgG4 a fim de investigar as determinantes das dife-
rengas de funcgéo efetora entre elas. Vide por exemplo Canfield & Mor-
rison, 1991, J. Exp. Med. 173: 1483-1491 ; Chappel e outros, 1991,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88(20): 9036-9040; Chappel e outros, 1993,
Journal of Biological Chemistry 268:25124- 25131 ; Tao e outros,
1991, J . Exp. Med. 173: 1025-1028; Tao e outros, 1993, J. Exp. Med.
178: 661-667; Redpath e outros, 1998, Human Immunology, 59, 720-
727.

[000120] Como descrito no pedido de patente 2006-0134105 intitula-
do "IgG Imunoglobulin Variants with Optimized Effector Function", &
possivel engenheirar modificagdes de aminoacido em um anticorpo

que compreendem regides constantes de outras classes de imunoglo-
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bulina. Tais composicdes de IgG hibridas engenheiradas podem pro-
ver propriedades de fungao efetora aperfeicoadas, incluindo ADCC,
fagocitose, CDC, e semivida de soro aperfeigcoadas.

[000121] Como € bem conhecido na técnica, polimorfismos de imu-
noglobulina existem na populagdo de ser humano. Polimorfismo de
Gm é determinado pelos genes de IGHG1, IGHG2 e IGHG3 que tém
alelos que codifcam determinantes antigénicos alotipicos chamados de
alétipos de GIm, G2m, e G3m para marcadores das moléculas de IgGl,
IgG2 e IgG3 de ser humano (nenhum alétipos de Gm foram encontra-
dos na cadeia 4 gama). Marcadores podem ser classificados em "al6-
tipos" e "isoal6tipos”. Esses sdo distinguidos em bases soroldgicas di-
ferentes dependentes das homologias de sequéncia fortes entre isoti-
pos. Aldtipos sdo determinantes antigénicos especificos por formas
alélicas dos genes de Ig. Alotipos representam levas diferengas nas
sequéncias de aminoacidos de cadeias pesada ou leve de diferentes
individuais. Ainda uma unica diferenca de aminoacido pode originar
um determinante alotipico, embora em muitos casos houve varias
substituicdes de aminoacido que ocorreram. Alo6tipos sao diferencas
de sequéncia entre alelos de uma subclasse pelo que o antissoro re-
conhecem apenas as diferencgas alélicas. Um isoalétipo € um alelo em
um isotipo que produz um epitopo que € partiihado com uma regiao
homologa n&o polimorfica de um ou mais outros isétipos e por causa
disso o anti-soro reagira com tanto os al6tipos relevantes quanto isoti-
pos homodlogos relevantes (Clark, 1997, IgG effector mechanisms,
Chem. Immunol. 65-88-110, Gorman & Clark, 1990, Semin. Immunol.
2(6):457-66).

[000122] Formas alélicas de imunoglobulinas de ser humano foram
bem caracterizadas. Adicionalmente, outros polimorfismos foram ca-
racterizados (Kim, e outros, 2001, J. Mol. Evol. 54 1-9, incorporados

aqui em sua totalidade por referéncia) No momento, 18 alétipos de Gm
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sdo conhecidos: Glm (1, 2, 3, 17) ou GIm (a, x, f, z), G2m (23) ou G2m
(n), G3m (5, 6, 10, 1 1, 13, 14, 15, 16, 21, 24, 26, 27, 28) ou G3m (bl,
c3, b5, b0, b3, b4, s, t, gl, c5, u, v, g5) (Lefranc, e outros. as subclas-
ses de IgG de ser humano: analise molecular da estrutura, funcao e
regulagdo Pergamon, Oxford, pp 43-78 (1990), Lefranc, G e outros,
1979, Hum. Genet.: 50, 199-21 1). Aldtipos que sédo herdados em
combinagdes fixas sdo chamados de hapldtipos de Gm. Os anticorpos
da presente invencdo podem ser substancialmente codificados por
qualquer aldtipo, isoaldtipo, ou haplétipo de quaisquer anticorpos de
gene de imunoglobulina da presente invengao podem ser substancial-
mente codificados por genes de qualquer organismo, por exemplo,
mamiferos, incluindo, mas nao limitados a seres humanos, roedores
incluindo mas nao limitados a camundongos e ratos, lagomorpha inclu-
indo mas nao limitados a coelhos e lebres, camelidae incluindo mas
nao limitados a camelos, Ihamas, e dromedarios e primatas nido hu-
manos, incluindo mas nao limitados a Prosimians, Platyrrhini (macacos
do Novo Mundo), Cercopithecoidea (macacos do Velho Mundo), e
Hominoidea incluindo os Gibbons e Lesser e Great Apes.

[000123] Em uma concretizagao, os anticorpos da presente invencao
sao substancialmente humanos. Os anticorpos da presente invencao
podem ser substancialmente codificados por genes de imunoglobulina
que pertence a qualquer uma das classes de anticorpo. Em uma con-
cretizacdo, os anticorpos da presente invencdo compreendem se-
guéncias que pertencem a classe de IgG de anticorpos, incluindo sub-
classes de ser humano IgGl, 1gG2, 1gG3, e IgG4. Em uma concretiza-
cao substituta, os anticorpos da presente invencao compreendem se-
guéncias que pertencem a IgA (incluindo subclasses IgAl e IgA2 de ser
humano), classes de anticorpos de IgD, IgE, IgG, ou IgM. Os anticor-
pos da presente invengao podem compreender mais do que uma ca-

deia de proteina. Isto é, a presente invencdo pode encontrar uso em
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um anticorpo que € um mondmero ou um oligbmero, incluindo um ho-
mo- ou hetero-oligbmero.

[000124] Em uma concretizacado, os anticorpos da invengdo sdo com
base na sequéncias de IgG de ser humano, e assim sequéncias de IgG
de ser humano sido usadas como as sequéncias de "base" contra as
quais outras sequéncias sdo comparadas, incluindo mas nao limitadas a
sequéncias de outros organismos, por exemplo, sequéncias de roedor e
de primata, bem como sequéncias de outras classes de imunoglobulina
tais como IgA, IgE, IgD, IgM, e semelhantes. E contemplado que, embo-
ra os anticorpos da presente invengao sejam engenheirados no contex-
to de um anticorpo de origem, as variantes podem ser engenheiradas
em "transferidas para o contexto de um outro, segundo anticorpo de ori-
gem. Isso é feito por determinagao dos residuos "equivalentes" ou "cor-
respondentes” e substituicbes entre os primeiros e segundos anticor-
pos, tipicamente com base na sequéncia ou homologia estrutural entre
as sequéncias dos dois anticorpos. A fim de estabelecer homologia,
uma sequéncia de aminoacidos de um primeiro anticorpo delineado
aqui esta diretamente em comparagcdo com a sequéncia de um anticor-
po secundario. Depois de alinhamento das sequéncias, usando-se um
ou mais dos programas de alinhamento de homologia conhecidos na
técnica (por exemplo usando-se conservados as entre espécies), permi-
tindo insercdes e delecdes necessarias a fim de manter o alinhamento
(isto é, evitando a eliminagao de residuos conservados através de in-
sercao e delecdo arbitraria), os residuos equivalentes para particular
aminodacidos na sequéncia primaria do primeiro anticorpo sdo definidos.
Alinhamento de residuos conservados podem conservar 100% de tais
residuos. No entanto, alinhamento de mais do que 75% ou tao pouco
quanto 50% de residuos conservados é também adequado definir resi-
duos equivalentes. Residuos equivalentes podem também ser definidos

por determinagao de homologia estrutural entre um primeiro e segundo
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anticorpo que esta no nivel da estrutura terciaria para anticorpos cujas
estruturas foram determinadas. Nesse caso, residuos equivalentes sao
definidos como aqueles para os quais as coordenadas atdbmicas de dois
ou mais dos atomos de cadeia principal de um residuo de aminoacido
particular de uma origem ou precursor (em N, CAem CA,Cem Ce O
em O) estdo dentro de 0,13 nm, por exemplo, 0,1 nm, depois do ali-
nhamento. Alinhamento é alcangado depois do melhor modelo foi orien-
tado e foi posicionado para dar a maxima sobreposicao de coordenadas
atbmicas de atomos de proteina de nao hidrogénio das proteinas. Inde-
pendentemente de como residuos equivalentes ou correspondentes sio
determinados, e independentemente da identidade do anticorpo de ori-
gem em que os anticorpos foram feitos, que destina-se a ser transpor-
tados é que os anticorpos revelados pela presente invengdo podem ser
engenheiradas em qualquer segundo anticorpo de origem que tem se-
quéncia significativa ou homologia estrutural com o anticorpo. Assim por
exemplo, se um anticorpo de variante € gerado em que o anticorpo de
origem € IgGl de ser humano, por uso dos métodos descritos e outros
meétodos para a determinagao de residuos equivalentes, o anticorpo de
variante pode ser engenheirado em um IgG2 anticorpo de origem de
lgG2 de ser humano, um IgA anticorpo de origem de IgA de ser huma-
no, um anticorpo de origem de IgG2 ou IgG2b de camundongo, e seme-
Ihantes Novamente, como descrito acima, o contexto do anticorpo de
origem nao afeta a capacidade de transferir os anticorpos da presente
invengao para outros anticorpos de origem. Por exemplo, os anticorpos
de variante que sdo engenheirados em um anticorpo de IgGl de ser
humano que direciona um epitopo de antigeno pode ser transferido em
um anticorpo de IgG2 de ser humano que direciona um epitopo de anti-
geno diferente, e assim por diante.

[000125] Na classe de IgG de imunoglobulinas, ha varios dominios

de imunoglobulina na cadeia pesada. Por "dominio de imunoglobulina
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(Ig)" aqui quer se dizer que uma regido de uma imunoglobulina tendo
uma estrutura terciaria distinta. De interesse na presente inveng¢ao séo
os dominios da cadeia pesada constante, incluindo, o dominio pesado
constante (CH) e uma articulacdo. No contexto de anticorpos de 1gG,
os isotipos de IgG cada um tem trés regides de CH: "CHI " refere-se a
posicoes 118-220, "CH2" refere-se a posi¢des 237-340, e "CH3" refe-
re-se a posi¢coes 341 -447 de acordo com o indice de EU como em
Kabat. Por "articulagao" ou "regiao principal" ou "regiao principal do
anticorpo” ou "regiao principal de imunoglobulina" aqui quer se dizer
que o polipeptideo flexivel compreendendo os aminoacidos entre o
primeiro e segundo dominios constantes de um anticorpo. Estrutural-
mente, o dominio de IgG de CH1 teminal em EU posicédo 220, e o do-
minio de IgG CH2 comecga no residuo EU posi¢ao 237. Assim para IgG
uma articulagéo € aqui definida incluir posigées de 221 (D221 em IgGl
) a 236 (G236 em IgGl), em que a numeragao esta de acordo com o
indice de EU como em Kabat. Em algumas concretizagdes, por exem-
plo, no contexto de uma regido de Fc, a articulagéo inferior esta inclui-
da, com a "articulacao inferior" em geral fazendo-se referéncia a posi-
coes 226 ou 230. A cadeia pesada constante, como definida aqui, refe-
re-se ao N-terminal do dominio de CH1 ao C-terminal do dominio de
CH3, assim compreendendo posi¢cdes 1 18-447, em que a numeragao
esta de acordo com o indice de EU. A cadeia leve constante compre-
ende um unico dominio, e como definido aqui refere-se a posi¢des de
108-214 de C ou CK, em que a numeracao esta de acordo com o indi-
ce de EU.

[000126] Especificamente incluida dentro da definicdo de "anticorpo”
sao anticorpos de comprimento total. Por "anticorpo de comprimento
total " aqui quer se dizer que a estrutura que constitui a forma biolégica
natural de um anticorpo, incluindo regides variaveis e constantes. Por

exemplo, na maioria dos mamiferos, incluindo seres humanos e ca-
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mundongos, o anticorpo de comprimento total da classe de IgG é um
tetramero e consiste dos pares idénticos de duas cadeias de imuno-
globulina, cada par tendo uma cadeia leve e pesada, cada cadeia leve
compreendendo dominios de imunoglobulina VL e CL, e cada cadeia
pesada compreendendo dominios de imunoglobulina VH, CHI (Cyl),
CH2 (Cy2), e CH3 (Cy3). Em alguns mamiferos, por exemplo, em ca-
melos e lhamas, anticorpos de IgG podem consistir de apenas duas
cadeias pesadas, cada cadeia pesada compreendendo um dominio
variavel ligado a regiéo de Fc.

[000127] Alternativamente, os anticorpos podem ter uma variedade
de estruturas, incluindo, mas né&o limitadas a fragmentos de anticorpo.
Fragmentos de anticorpo incluem, mas n&o sao limitadas anticorpos
biespecificos, minicorpos, anticorpos de dominio, anticorpos sintéticos,
miméticos de anticorpo, anticorpos quiméricos, fusdes de anticorpo
(algumas vezes chamados de "conjugados de anticorpo"), e fragmen-
tos de cada, respectivamente. Fragmentos de anticorpo especificos
incluem, mas ndo sao limitadas a, (i) o fragmento de Fab que consiste
em VL, VH, CL e dominios de CH1, (ii) o fragmento de Fd que consiste
na VH e dominios de CH1, (iii) o fragmento de Fv que consiste dos
dominios de VL e VH de um anticorpo simples; (iv) o fragmento de
dAb, que consiste em uma unica regido variavel, (v) regides de CDR
isoladas, (vi) fragmentos de F(ab')2, um fragmento bivalente compre-
endendo dois fragmentos de Fab ligados (vii) moléculas de Fv de ca-
deia simples (scFv), em que um dominio de VH e um dominio de VL
estao ligados por um ligante de peptideo que permite que os dois do-
minio se associem para formar um sitio de ligacdo de antigeno (viii)
dimeros de Fv de cadeia simples biespecificos e (ix) "diacorpos" ou
"triacorpos”, fragmentos multivalentes ou multiespecificos construidos
por fusdo de gene. Os fragmentos de anticorpo podem ser modifica-

dos. Por exemplo, as moléculas podem ser estabilizadas pela incorpo-
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racao de pontes de dissulfeto que ligam os dominios de VH e de VL.
Exemplos de arquiteturas e formatos de anticorpo sao descritos em
Holliger & Hudson, 2006, Nature Biotechnology 23(9):1126- 1136, and
Carter 2006, Nature Reviews Immunology 6:343-357 e referéncias ci-
tadas aqui.

[000128] Anticorpos da invencao podem incluir anticorpos multiespe-
cificos, anticorpos notavelmente biespecificos, também algumas vezes
chamados de "diacorpos". Ha anticorpos que se ligam a dois (ou mais)
antigenos diferentes. Diacorpos podem ser fabricados em variedade
de meios conhecidos na técnica, por exemplo, preparados quimica-
mente ou a partir de hibridomas hibridos. Em uma concretizagéo, o
anticorpo € um minicorpo. Minicorpos sao proteinas de tipo anticorpo
minimizadas compreendendo i, scFv unido a um dominio de CFI3. Em
alguns casos, o scFv pode ser unido a regido de Fc, e pode incluir al-
guma ou a totalidade da regiao principal. Para uma descrigao de anti-
corpos multiespecificos vide Holliger & Hudson, 2006, Nature Bio-
technology 23(9): 1126-1136 e referéncia citada aqui.

[000129] Em uma concretizagdo, o anticorpo da invengao é um frag-
mento de anticorpo. De interesse particular sao anticorpos que com-
preendem regides de Fc, fusdes de Fc, e a regido constante da cadeia
pesada (CHl-articulagdo-CH2-CH3). Anticorpos da presente invengao
podem compreender fragmentos de Fc. Um fragmento de Fc da pre-
sente invengdo pode compreender de 1 - 90% da regido de Fc, por
exemplo, 10 - 90%, 30 - 90%, etc Assim por exemplo, um fragmento
de Fc da presente invengdao pode compreender um dominio de IgGl
Cy2, um dominio de IgGl Cy2 e regido principal, um dominio de IgGl
Cy3, e assim por diante. Em uma concretizagdo, um fragmento de Fc
da presente invencao adicionalmente compreende um par de fusao,
eficazmente tornando-o uma fusdo de fragmento de Fc. Fragmentos

de Fc podem ou ndo podem conter sequéncias de polipeptideos extra.
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[000130] Imunogenicidade é o resultado de uma série de complexos
de respostas a uma substancia que é percebida como estranha, e po-
de incluir producao de anticorpos de neutralizacdo e de nao neutrali-
zacao, formacao de complexos imune, ativacdo de complemento, ati-
vacdo de mastdcito, inflamacdo, respostas de hipersensibilidade e
anafilaxia. Varios fatores podem contribuir para imunogenicidade de
proteina, incluindo, mas nao limitada uma sequéncia de proteinas, rota
e frequéncia de administracéo, e populagdo de paciente. Imunogenici-
dade pode limitar a eficacia e seguranca de uma terapéutica de protei-
na de multiplos modos. Eficacia pode ser reduzida diretamente pela
formacao de anticorpos de neutralizac&do. Eficacia pode também ser
reduzida indiretamente, como ligagao a ou anticorpos de nao neutrali-
zacao ou anticorpos de neutralizacéo tipicamente leva a rapida depu-
racao dos efeitos colaterais severos no soro e ainda morte pode ocor-
rer quando uma reacido imune é aumentada. Assim em uma concreti-
zagao, engenheiramento de proteina € usada para reduzir a imunoge-
nicidade dos anticorpos da presente invengao.

[000131] Em algumas concretizagbes, os componentes de armagao
podem ser misturados a partir de diferentes espécies. Tal anticorpo
pode ser um anticorpo quimérico e/ou um anticorpo humanizado. Em
geral, tanto "anticorpos quiméricos" quanto "anticorpos humanizados'
referem-se a anticorpos que combinam regides de mais do que uma
especie. "Anticorpos quiméricos" tradicionalmente compreendem regi-
ao(6es) variavel(eis) de um camundongo (ou rato, em alguns casos) e
as regiao(des) constante(s) de um ser humano (Morrison e outros,
1984, Proc Natl Acad Sci USA 81 6851-6855).

[000132] Por anticorpo "humanizado" como usado aqui quer se dizer
que um anticorpo compreendendo uma regidao de estrutura de ser hu-
mano (FR) e uma ou mais regides de determinagdo de complementa-

ridade (CDRs) de um anticorpo de ndo ser humano (usualmente ca-
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mundongo ou rato). O anticorpo de ndo ser humano provendo as
CDRs é chamado o "doador" e a imunoglobulina de ser humano pro-
vendo a estrutura é chamada o "aceitante". Humanizacao esta princi-
palmente no enxerto de CDRs de doador sobre estruturas VL e VH de
aceitante (ser humano) (Winter US 5.225.539). Essa estratégia é cha-
mada de "enxerto de CDR ". "Retromutacao" de residuos de estrutura
de aceitante selecionados para os residuos de doador corresponden-
tes é frequentemente exigido recuperar afinidade que € perdida no
construto enxertado inicial (US 5.693.762). O anticorpo humanizado
também compreendera pelo menos uma porgédo de uma regido cons-
tante de imunoglobulina, tipicamente aquela de uma imunoglobulina
humana, e assim tipicamente compreendera uma regiao de Fc de ser
humano. Uma variedade de técnicas e métodos para humanizacgao e
remodelacao de anticorpos de ndo ser humano sdo bem conhecidos
na técnica (Vide Tsurushita & Vasquez, 2004, humanization of Anticor-
pos monoclonais, Molecular Biology of B Cells, 533-545, Elsevier Sci-
ence (USA), e referéncias citadas aqui). Humanizagdo ou outros mé-
todos de reducdo da imunogenicidade de regides variaveis de anticor-
po de ndo ser humano podem incluir métodos de ressurgimento, como
descritos, por exemplo, em Roguska e outros, 1994, Proc Natl Acad
Sci USA 91 969-973). Em uma concretizagao, métodos a base de se-
lecdo podem ser empregados para humanizar e/ou regides variaveis
de anticorpo maduro por afinidade, que é, para aumentar a afinidade
da regido variavel para seu antigeno alvo. Outros métodos de humani-
zacao podem envolver o enxerto de apenas partes das CDRs, incluin-
do mas nao limitados a métodos descritos em, Tan e outros, 2002, J
Immunol 169 1119 -1125, De Pascalis e outros, 2002, J Immunol 169
3076-3084. Métodos com base em estrutura podem ser empregados
para maturacao por afinidade e humanizacgao, por exemplo, como des-

crito na patente de U.S. no. 7.117.096 e aplicacdes relacionadas.
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[000133] Em certas variagdes, a imunogenicidade do anticorpo é re-
duzida usando-se um método descrito no pedido de patente US 2006-
0008883, intitulado "Methods of Generating Proteina de variantes with
Increased Host String Content and Composi¢cdes Thereof, depositado
em 3 de dezembro de 2004.

[000134] Modificagbes para reduzir imunogenicidade podem incluir
modificagdes que reduzem ligacao de peptideos processados deriva-
dos de uma sequéncia de origem a proteinas de MHC. Por exemplo,
modificagdes de aminoacido seriam engenheiradas tal que n&o ha ou
um numero minimo de epitopos imunes que sao previstos como ligan-
do, com alta afinidade, a quaisquer alelos de MHC prevalentes. Varios
métodos de identificacdo de epitopos de ligagdo de MHC nas sequén-
cias de proteinas sao conhecidas na técnica e podem ser usadas para
classificar epitopos em um anticorpo da presente inveng¢ao. Vide, por
exemplo, pedidos de patentes US 2002- 0119492, 2004-0230380 ou
2006-0148009 e referéncias citadas aqui.

[000135] Em uma concretizacdo alternativa, os anticorpos da presen-
te invencao podem ser totalmente humanos, que é as sequéncias dos
anticorpos sao totalmente ou substancialmente humanos. "Anticorpo
totalmente de ser humano" ou "anticorpo de ser humano completo"
refere-se a um anticorpo de ser humano tendo a sequéncia de genes
de um anticorpo derivado de um cromossoma de ser humano com as
modificacdes delineadas aqui. Numerosos métodos sdo conhecidos na
técnica para geragdo de anticorpos totalmente humanos, incluindo o
usando-se camundongos transgénicos (Bruggemann e outros, 1997,
Curr Opin Biotechnol 8:455- 458,) ou bibliotecas de anticorpo de ser
humano acopladas com métodos de selegao (Griffiths e outros, 1998,
Curr Opin Biotechnol 9:102-108).

[000136] Os anticorpos da presente invencao alvo FLT3 e podem

compreender as regioes variaveis (por exemplo, as CDRs) de qualquer
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anticorpo de anti-FLT3 conhecido e nao revelado. Anticorpos da in-
vengao podem exibir seletividade para FLT3. Exemplos incluem com-
primento total versus variantes de unido, superficie de célula vs. For-
mas soluveis, seletividade para varias variantes polimorficas, ou seleti-
vidade para formas conformacionais especificas de um alvo. Um anti-
corpo da presente invengao pode ligar qualquer epitopo ou regiao em
FLT3 e pode ser especifico para fragmentos, formas mutantes, formas
de unido, ou formas anémalas dos antigenos. Numerosos anticorpos
uteis foram revelados que FLT3 alvo que podem encontrar uso na pre-
sente invengao.

[000137] Anticorpos de FLT3 adequados incluem os anticorpos de
anti-FLT3 4G8 e BVIO, como revelados na patente de U.S. no.
5.777.084 e na patente de U.S. no. 6.156.882.

[000138] Os anticorpos da presente invencao podem encontrar uso
em uma ampla faixa de produtos. Em uma concretizagcdo o anticorpo
da invengdo € uma terapéutica, um diagndstico, ou um reagente de
pesquisa. Em uma concretizagdo, um anticorpo da invencdo é uma
terapéutica. Um anticorpo da presente invengdo podem encontrar uso
em uma composicado de anticorpo que € monoclonal ou policlonal. Em
uma concretizagao, os anticorpos da presente invengcao sao usados
para matar células alvo que portam o antigeno alvo, por exemplo, célu-
las de cancer. Em uma concretizacido substituta, os anticorpos da pre-
sente invengdo sdo usados para bloquear, antagonizar ou agonizar o
antigeno alvo. Em uma concretizagao substituta, os anticorpos da pre-
sente invengao sdo usados para bloquear, antagonizar ou agonizar o
antigeno alvo e matar as células alvo que portam o antigeno alvo.
[000139] Sera reconhecido que as sequéncias dos dominios varia-
veis incluindo as CDRs identificadas aqui podem ser combinadas em
qualquer combinacdo em um anticorpo. Além disso, essas sequéncias

podem independentemente modificadas por adicdo da totalidade ou

Peticéo 870200005134, de 13/01/2020, pag. 85/174



51/133

parte de uma regido de Fc ou variante de Fc como revelado aqui. As
sequéncias modificadas podem também ser combinadas em qualquer
combinagcao em um anticorpo.

[000140] A presente invencao refere-se a anticorpos compreendendo
modificagées, em que as modificagdes alteram afinidade para um ou
mais receptores de Fc, e/ou alteram a capacidade do anticorpo de
mediar uma ou mais fungdes de efetor. Modificagbes da invencgao in-
cluem modificacdes de aminoacido.

[000141] Os inventores da presente invencdo supreendentemente
verificaram que por introdugao da substituicdes de aminoacidos 239D
e 332E no dominio de CH2 da parte de Fc de anticorpos de anti-FLT3
conhecidos, tais como 4G8 e BV10 (supra), a atividade de matar célula
desses anticorpos pode significativamente ser aumentada ou ainda
detectada e gerada pela primeira vez. Em uma concretizacao, a substi-
tuicbes de aminoacidos sdo S239D e I332E. Isso é surpreendente,
como foi experimentalmente mostrado que as mesmas modificagdes
em geral ndo aumentam atividade de matar célula. Em outras pala-
vras, em anticorpos diferentes dirigidos a um antigeno alvo diferente, a
introdugdo dessas substituicbes ndo tinha nenhum efeito mensuravel
na morte de células.

[000142] Além disso, tais anticorpos modificados podem compreen-
der ulteriormente modificagdes de aminoacido na regido constante de
cadeia pesada posigdes 221, 222, 223, 224, 225, 227, 228, 230, 231,
232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 240, 241, 243, 244, 245, 246, 247,
249, 255, 258, 260, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271,
272, 273, 274, 275, 276, 278, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 288,
290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303,
304, 305, 313, 317, 318, 320, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329,
330, 331, 333, 334, 335, 336, e 337, que demonstraram permitir modi-

ficacdo de propriedades de ligacdo de FcR, fungao efetora, e proprie-
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dades potencialmente clinicas de anticorpos (Vide USSN 11/124.620,
depositado em 5 de maio de2005, intitulado "Optimized Fc Variants").

[000143] Em particular, variantes adicionais que alteram ligagao a
um ou mais receptores de Fc de ser humano podem compreender
uma modificagcdo de aminoacido na regido constante de cadeia pesa-
da, como descrita aqui, selecionada do grupo que consiste em 221K,
221'Y, 222E, 222Y, 223E, 223K, 224E, 224Y, 225E, 225K, 225W,
227E, 227G, 227K, 227Y, 228E, 228G, 228K, 228Y, 230A, 230E,
230G, 230Y, 231 E, 231 G, 231 K, 231 P, 231 Y, 232E, 232G, 232K,
232Y, 233A, 233D, 233F, 233G, 233H, 2331, 233K, 233L, 233M, 233N,
233Q, 233R, 233S, 233T, 233V, 233W, 233Y, 234A, 234D, 234E,
234F, 234G, 234H, 2341, 234K, 234M, 234N, 234P, 234Q, 234R,
234S, 234T, 234V, 234W, 234Y, 235A, 235D, 235E, 235F, 235G,
235H, 2351, 235K, 235M, 235N, 235P, 235Q, 235R, 235S, 235T,
235V, 235W, 235Y, 236A, 236D, 236E, 236F, 236H, 2361, 236K,
236L, 236M, 236N, 236P, 236Q, 236R, 236S, 236T, 236V, 236W,
236Y, 237D, 237E, 237F, 237H, 2371, 237K, 237L, 237M, 237, 237P,
237Q, 237R, 237S, 237T, 237V, 237W, 237Y, 238D, 238E, 238F,
238G, 238H, 238, 238K, 238L, 238M, 238N, 238Q, 238R, 238S, 238T,
238V, 238W, 238Y, 240A, 2401, 240M, 240T, 241D, 241E, 241L, 241R,
2418, 241W, 241Y, 243E, 243H, 243L, 243Q, 243R, 243 W, 243Y,
244H, 245A, 246D, 246E, 246H, 246Y, 247G, 247V, 249H, 249Q,
249Y, 255E, 255Y, 258H1258S, 258Y, 260D, 260E, 260H, 260Y,
262A, 262E, 262F, 2621, 262T, 263 A, 2631, 263M, 263T, 264A,
264D, 264E, 264F, 264G, 264H, 2641, 264K, 264L, 264M, 264N,
264P, 264Q, 264R, 264S, 264T, 264 W, 264 Y, 265F, 265G, 265H,
2651, 265, 265L, 265M, 265N, 265P, 265Q, 265R, 265S, 265T, 265V,
265W, 265Y, 266A, 2661, 266M, 266T, 267D, 267E, 267F, 267H,
2671, 267K, 267L, 267M, 267N, 267P, 267Q, 267R, 267T, 267V,
267W, 267Y, 268D, 268E, 268F, 268G, 2681, 268K, 268L, 268M,
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268P, 268Q, 268R, 268T, 268V, 268W, 269F, 269G, 269H, 2691,
269K, 269L, 269M, 269N, 269P, 269R, 269S, 269T, 269V, 269 W, 269
Y, 270F, 270G, 270H, 2701, 270L, 270M, 270P, 270Q, 270R, 270S,
270T, 270W, 270Y, 271A, 271D, 271E, 271F, 271G, 271H, 2711, 271,
271L, 271M, 271N, 271Q, 271R, 271 S, 271T, 271V, 271 W, 271 Y,
272D, 272F, 272G, 272H, 2721, 272, 272L, 272M, 272P, 272R, 272S,
272T, 272V, 272W, 272Y, 2731, 274D, 274E, 274F, 274G, 274H,
2741, 274L, 274M, 274N, 274P, 274R, 274T, 274V, 274W, 274Y,
275L, 275W, 276D, 276E, 276F, 276G, 276H, 2761, 276L, 276M,
276P, 276R, 276S, 276T, 276V, 276W, 276Y, 278D, 278E, 278G,
278H, 2781, 278K, 278L, 278M, 278N, 278P, 278Q, 278R, 278S,
278T, 278V, 278W, 280G, 280K, 280L, 280P, 280W, 281D, 281E, 281
K, 281N, 281P, 281Q, 281Y, 282E, 282G, 282K, 282P, 282Y, 283G,
283H, 283K, 283L, 283P, 283R, 283Y, 284D, 284E, 284L, 284N,
284Q, 284T, 284Y, 285D, 285E, 285K, 285Q, 285W, 285Y, 286E,
286G, 286P, 286Y, 288D, 288E, 288Y, 290D, 290H, 290L, 290N,
290W, 29 ID, 29 IE, 291G, 291 H, 2911, 291Q, 291 T, 292D, 292E,
292T, 292Y, 293F, 293G, 293H, 2931, 293L, 293M, 293N, 293P,
293R, 293S, 293T, 293V, 293 W, 293 Y, 294F, 294G, 294H, 2941,
204K, 294L1294M1294P, 294R, 294S, 294T, 294V, 294W, 294 Y,
295D, 295E, 295F, 295G, 295H, 2951, 295M1295N,
295P1295R1295S, 295T1295V1295W1295Y, 296A, 296D, 296E,
296G, 296H12961, 296K1296L1296M,
296N1296Q1296R1296S1296T1296V, 297D, 297E1297F1297G,
297H, 2971, 297K, 297L, 297M1297P1297Q1297R, 297S1297T,
207V, 297W, 297Y, 298A, 298D, 298E, 298F, 298H, 2981, 298, 298M,
298N, 298Q, 298R, 298T, 298 W, 298Y, 299A, 299D, 299E, 299F,
299G, 299H, 2991, 299K, 299L, 299M, 299N, 299P, 299Q, 299R, 299S
1299V, 299W, 299Y, 300A, 300D1300E, 300G, 300H, 300K, 300M,
300N, 300P, 300Q, 300R, 300S, 300T, 300V, 300w, 301D, 301E,
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301H, 301Y, 3021, 303D, 303E, 303Y, 304D, 304H, 304L, 304N, 304T,
305E, 305T, 305Y, 313F, 317E, 317Q, 318H, 318L, 318Q, 318R,
318Y, 320D, 320F, 320G, 320H, 3201, 320L, 320N, 320P, 320S, 320T,
320V, 320W, 320Y, 322D, 322F1322G, 322H13221,
322P1322S1322T, 322V, 322W, 322Y, 3231, 324D, 324F, 324G,
324H, 3241, 324L, 324M, 324P, 324R, 324T, 324V, 324 W, 324 Y, 32
A, 325D, 325E, 325F, 325G, 325H, 3251, 325K, 325L, 325M, 325P,
325Q, 325R, 325S, 325T, 325V, 325W1325Y, 326E, 3261, 326L,
326P, 326T, 327D, 327E, 327F, 327H, 3271, 327, 327L, 327M, 327N,
327P, 327R, 327S, 327T, 327V, 327W, 327Y, 328A, 328D, 328E,
328F, 328G, 328H, 3281, 328K, 328M, 328N, 328P, 328Q, 328R,
328S, 328T, 328V, 328W, 328Y, 329D, 329E, 329F, 329G, 329H,
3291, 329, 329L, 329M, 329N, 329Q, 329R, 329S, 329T, 329V, 329W,
329Y, 330E, 330F, 330G, 330H, 3301, 330L, 330M, 330N, 330P,
330R, 330S, 330T, 330V, 330w, 330Y, 331 D, 331 F, 331 H, 3311,
331 L, 331 M, 331Q, 331 R, 331T, 331V, 331W, 331Y, 333A, 333F,
333H, 3331, 333L, 333M, 333P, 333T, 333Y, 334A, 334F, 3341, 334L,
334P, 334T, 335D, 335F, 335G, 335H, 3351, 335L, 335M, 335N,
335P, 335R, 335S, 335V, 335W, 335Y, 336E, 336K, 336Y, 337E,
337H, e 337N, em que a numeracao esta de acordo com o indice de
EU.

[000144] Além do mais, os anticorpos inventados podem compreen-
der ulteriormente modificagdes de aminoacido do lado de fora da regi-
ao de Fc, tais como aquelas descritas na patente de U.S. no.
7.276.585, depositada em 24 de margo de 2005, intitulados "Immuno-
globulin variants outside the regido de Fc", incluindo modificagdes de
aminoacido na regido constante de cadeia pesada posi¢cdées 118, 119,
120, 121, 122, 124, 126, 129, 131, 132, 133, 135, 136, 137, 138, 139,
147, 148, 150, 151, 152, 153, 155, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 164,
165, 166, 167, 168, 169, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179,

Peticdo 870200005134, de 13/01/2020, pag. 89/174



55/133

180, 183, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198,
199, 201, 203, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 21 1, 212, 213, 214, 216,
217, 218, 219, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231,
232, 233, 234, 235, e 236 e/ou incluindo modificacbes de aminoacido
na regiao constante de cadeia leve posi¢cées 108, 109, 110, 111, 112,
114, 1 16, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 131, 137, 138,
140, 141, 142, 143, 145, 147, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156,
157, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
172,173, 174, 176, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 187, 188, 189, 190,
191, 193, 195, 197, 199, 200, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 210,
211, 212, e 213.

[000145] Essas modificacbes podem permitir outra modificacdo de
propriedades de ligagado de FcR, funcdo efetora, e propriedades po-
tencialmente clinicas de anticorpos. Em particular, variantes que alte-
ram ligagao a um ou mais receptores de Fc de ser humano podem
compreender uma modificacdo de aminoacido na regidao constante de
cadeia pesada, como descrita aqui, selecionada do grupo que consiste
em 118K, 118E, 118Y, 119R, 119E, 119Y, 120R, 120E, 1201, 121 E,
121Y, 121 H, 122E, 122R, 124K, 124E, 124Y, 126K, 126D, 129L,
129D, 131G, 131T, 132D, 132R, 132L, 133R, 133E, 133L, 1351, 135E,
135K, 136E, 136K, 1361, 137E, 138S, 138R, 138D, 1391, 139E, 139K,
147A, 147E, 148Y, 148K, 150L, 150K, 150E, 151 A, 151 D, 152L,
152K, 153L, 153D, 155E, 155K, 1551, 157E, 157, 157Y, 159K, 159D,
159L, 160K, 160E, 160Y, 161 D, 162D, 162K, 162Y, 163R, 164R,
164E, 164Y, 165D, 165R, 165Y, 166D, 167A, 168L, 169E, 171G, 171
H, 172K, 172L, 172E, 173T, 173D, 174E, 174K, 174Y, 175D, 175L,
176D, 176R, 176L, 177R, 177E, 177Y, 178D, 179K, 179Y, 179E, 180,
180L, 180E, 183T, 1871, 187, 187E, 1881, 189D, 189G, 1901, 190K,
190E, 191 D, 191 R, 191Y, 192N, 192R, 192L, 193F, 193E, 1 4R,
194D, 195R, 1 5D, 195Y, 196K, 196D, 196L, 197R, 197E, 197Y, 198L,
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199T, 199D, 199K, 201 E, 201 K, 201 L, 203D, 203L, 203K, 205D,
205L, 206A, 206E, 207K, 207D, 208R, 208E, 208 Y, 209E, 209K,
209Y, 210L, 210E, 210Y, 211 R, 211 E, 211Y, 212Q, 212K, 212H,
212L, 212Y, 213N, 213E, 213H, 213L, 213Y, 214N, 214E, 214H, 214L,
214Y, 216N, 216K, 216H, 216L, 216Y, 217D, 217H, 217A, 217V,
217G, 218D, 218E, 218Q, 218T, 218H, 218L, 218Y, 219D, 219E,
219Q, 219K, 219T, 219H, 219L, 2191, 219Y, 205A, 210A, 213 A,
214A, 218A, 221 K, 221Y, 221 E, 221 N, 221Q, 221 R, 221 S, 22 IT,
221 H, 221 A, 221V, 221 LI 2211, 221 F, 221 M, 221 W, 221 PI 221G,
222E, 222Y1 222D1 222N, 222Q, 222R, 222S, 222T, 222H, 222V,
2221, 2221, 222F, 222M1 222W, 222P, 222G, 222A, 223D, 223N,
223Q, 223R, 223S, 223H, 223A, 223V, 223L, 2231, 223F, 223M,
223Y, 223 WI 223P, 223G, 223E1 223K, 224D, 224N, 224Q, 224K,
224R, 224S, 224T, 224V1 22411 2241, 224F1 224M1 224W, 224P,
224G, 224E, 224Y, 224A, 225D, 225N1 225Q, 225R, 225S, 225H,
225A1 225V, 225L, 2251, 225F1 225M, 225Y1 225P1 225G1 225E,
225, 225W, 226S, 227E, 227, 227Y, 227G, 227D, 227N, 227Q, 227R,
227S, 227T, 227H, 227A, 227V, 227L, 2271, 227F, 227M, 227W,
228K, 228Y1 228G, 228D1 228N1 228Q1 228R, 228T, 228H1 228A,
228V, 228L, 2281, 228F, 228M, 228W, 229S, 230A, 230E, 230Y,
230G, 230D, 230N, 230Q, 230K, 230R, 230S, 230T, 230H, 230V,
230L, 2301, 230F1 230M1 230W, 231 K, 231 P, 231 D, 231 N, 231Q,
231 R, 231S, 231T, 231 HI 231V1 231 L, 2311, 231 F} 231 M, 231W,
232E, 232K, 232Y, 232G, 232D, 232N, 232Q, 232R, 232S, 232T,
232H, 232A, 232V, 232L, 2321, 232F, 232M1 232W, 233D, 233N1
233Q, 233R, 233S, 233T, 233H, 233A, 233V, 233L, 2331, 233F, 233M,
233Y, 233 W, 233G, 234D, 234E, 234N, 234Q, 234T, 234H, 234Y,
2341, 234V, 234F1 234K, 234R, 234S, 234A, 234M, 234G, 235D,
235S, 235N, 235Q, 235T, 235H, 235Y, 2351, 235V, 235F, 235E, 235K,
235R1 235A1 235M, 235W, 235P, 235G, 236D, 236E, 236N, 236Q1
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236K, 236R, 236S, 236T, 236H, 236A, 236V, 236L, 2361, 236F1
236M, 236Y, 236W, e 236P, em que a numeracao esta de acordo com
o indice de EU.

[000146] Em particular, variantes que alteram ligagdo a um ou mais
receptores de Fc de ser humano pode compreender uma modificacéo
de aminoacido na cadeia leve regido constante, como descrita aqui,
selecionada do grupo que consiste em 108D, 1081, 108Q, 109D,
109P, 109R, H OE, 1101, 110K, 111 E, 11 1 K, 1 11 LI 112E, 112R, 1
12Y1 114D, 1141, 114K, 116T, 121 DI 122R, 122S, 122Y, 123L, 123R,
124E, 125E, 125K, 126D, 126L, 126Q, 127A, 127D, 127K, 128N,
129E, 1291, 129K, 131T, 137K, 137S, 138D, 138K, 138L, 140E1
140H, 140K, 141 El 141 K, 142D, 142G, 142L, 143A, 143L, 143R,
145D, 145T, 145Y, 147A, 147E, 147K, 149D, 149Y1 150A, 1511, 151
KI 152L, 152R, 152S, 153D, 153H, 153S, 154E, 154R, 154V, 155E,
1551, 155K, 156A, 156D, 156R, 157N, 158D, 158L, 158R, 159E1
159K1 159L, 160, 160V, 161 Kl 161 LI 162T, 163E, 163K, 163T, 164Q,
165K, 165P, 165Y, 166E, 166M, 166S1 167K1 167L, 168K, 168Q,
168Y, 169D, 169H, 169S, 1701, 170N, 170R, 171A1 171 N, 171V,
172E1 17211 172K, 173K, 173L, 173Q, 174A, 176T, 180E, 180K,
180S, 181 KI 182E, 182R, 182T, 183D, 183L, 183P, 184E, 184K,
184Y, 1851, 185Q, 185R, 187K, 187Y1 188E, 188S, 188Y, 189D,
189K, 189Y, 190E, 190L, 190R, 191 E, 191 RI 191 S, 193E, 193K,
193S, 1951, 195K, 195Q, 197E, 197K, 197L, 199E, 199K, 199Y, 200S,
202D, 202R, 202Y, 203D, 203L, 203R, 204T, 205E, 205K, 206E, 2061,
206K, 207A, 207E, 207L, 208E, 208K, 208T, 210A, 210E, 210K, 211A,
211 E, 211 P, 212E, 212K, 212T, 213L, 213R, em que a numeragao
esta de acordo com o indice de EU.

[000147] Substituicbes adicionais que podem também ser usadas na
presente invencgao incluem outras substituicdes que modulam afinida-

de de receptor de Fc, fungao efetora mediada por FcR e/ou fungao
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efetora mediada por complemento incluem mas nao sao limitadas a
298A, 298T, 326A, 326D, 326E, 326W, 326Y, 333A, 333S, 334L, e
334A (US 6,737,056; Shields e outros 5 Journal of Biological Chemis-
try, 2001, 276(9):6591-6604; US 6,528,624; Idusogie e outros, 2001, J.
Immunology 166:2571-2572), 247L, 255L, 270E, 392T, 396L, e 421 K
(USSN 10/754,922; USSN 10/902,588), e 280H, 280Q, e 280Y (USSN
10/370,749).

[000148] Em outras concretizagdes, anticorpos da presente invencao
podem ser combinadas com variante constante de cadeia pesadas
que alteram ligagéo de FcRn. Essas incluem modificagdes que modifi-
cam afinidade de FcRn de um modo especifico de pH. Em particular,
variantes que aumentam ligagdo de Fc a FcRn incluem mas nao sao
limitadas a: 250E, 250Q, 428L, 428F, 250Q/428L (Hinton e outros,
2004, J. Biol. Chem. 279(8): 6213-6216, Hinton e outros 2006 Journal
of Immunology 176:346- 356, USSN 11/102621, PCT US2003/033037,
PCT/US2004/01 1213, USSN 10/822300, USSN 10/687118,
PCT/US2004/034440, USSN 10/966673), 256A, 272A, 286A, 305A,
307A, 31 1 A, 312A, 376A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields e outros,
Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-6604, USSN
10/982470, US6737056, USSN 11/429793, USSN 11/429786,
PCT/US2005/02951 1, USSN 11/208422), 252F, 252T, 252Y, 252W,
254T, 256S, 256R, 256Q, 256E, 256D, 256T, 309P, 311 S, 433R,
433S, 4331, 433P, 433Q, 434H, 434F, 434Y, 252Y/254T/256E,
433K7434F/436H, 308T/309P/311S (Dall Acqua e outros Journal of
Immunology, 2002, 169:5171-5180, US7083784, PCT US97/03321,
US6821505, PCT US01/48432, USSN 11/397328), 257C, 257M, 257L,
257N, 257Y, 279E, 279Q, 279Y, insertion of Ser depois de 281, 283F,
284E, 306Y, 307V, 308F, 308Y 311V, 385H, 385N, (PCT
US2005/041220, USSN 1 1/274065, USSN 11/436,266) 204D, 284E,
285E, 286D, e 290E (PCT7US2004/037929 incorporada aqui em sua
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totalidade por referéncia).

[000149] Em algumas concretizagdes da inveng¢ao, anticorpos po-
dem compreender modificacdes isotipicas, que €, modificacdes em
uma IgG de origem no tipo de aminoacido em um IgG substituta.
[000150] A presente invencao prové anticorpos de variante que séo
otimizados para numerosas propriedades terapeuticamente relevantes.
Uma anticorpo de variante compreende um ou mais modificacdes de
aminoacido em relagdo a um anticorpo de origem, em que a(s) modifi-
cacao(bes) de aminoacido proveem uma ou mais propriedades otimi-
zadas. Assim os anticorpos da presente invencdo sao anticorpos de
variante. Um anticorpo da presente invencéo difere na sequéncia de
aminoacidos de seu anticorpo de origem em virtude de pelo menos as
duas modificagdes de aminoacido 239D e 332E. Adicionalmente, os
anticorpos de variante da presente invengao podem compreender mais
do que as duas modificacbes de aminoacido acima mencionadas
quando comparadas com a origem, por exemplo de cerca de trés a
cinquenta modificacdes de aminoacido, por exemplo, de cerca de trés
a dez modificagdes de aminoacido, de cerca de trés a cerca de cinco
modificagées de aminoacido, etc., em comparagdo com a origem. As-
sim as sequéncias dos anticorpos de variante e aquelas dos anticor-
pos de origem sao substancialmente homologas. Por exemplo, o anti-
corpo de sequéncias de variante aqui possuirdo cerca de 80% de ho-
mologia com a sequéncia de anticorpo de origem, por exemplo, pelo
menos cerca de 90% de homologia, e pelo menos cerca de 95% de
homologia, etc.

[000151] Os anticorpos da presente invencdo podem compreender
modificagcdes de aminoacido, mas proveem propriedades de funcio
efetora otimizadas em relagao a origem. Substituicbes e propriedades
de funcao efetora otimizadas s&o descritas no pedido de patente US
2004-0132101, pedido de PCT US03/30249, e no pedido de patente
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US 7.317.091 10/822.231, (Propriedade que podem ser otimizadas
incluem mas nao sao limitadas a afinidade aumentada e reduzida para
uma FcR. Em uma concretizacao, os anticorpos da presente invencao
sao otimizados para possuir afinidade aumentada para a FcR de ativa-
cao de ser humano, por exemplo, FcRI, FcRIlla, FcRIllc, FcRllla, e
FcRJIIb. Em uma concretizagdo, um anticorpo da invencgao é otimizado
para possuir afinidade aumentada para uma FcRIlla ser humano. Em
uma concretizacao substituta, os anticorpos sdo otimizados para pos-
suir afinidade reduzida para o receptor inibitério de ser humano FcRIIb.
Essas concretizacbes sao antecipadas para prover anticorpos com
propriedades terapéuticas aumentadas em seres ser humanos, por
exemplo, funcao efetora aumentada e poténcia anticancer maior.
[000152] Em outras concretizacdes, anticorpos da presente invencao
proveem afinidade aumentada para uma ou mais FcRs, ainda afinida-
de reduzida para uma ou mais outras FcRs. Por exemplo, um anticor-
po da presente invengao pode ter ligacdo aumentada a FcRIllla, ainda
ligagao reduzida a FcRIlb. Alternativamente, um anticorpo da presente
invencao pode ter ligagao aumentada a FcRIlla e FcRI, ainda ligacéo
reduzida a FcRIIb.

[000153] As modificagcbes da invencao podem aumentar afinidade de
ligacdo para uma ou mais FcRs. Por "afinidade maior" ou "afinidade
aperfeicoada" ou "afinidade aumentada" ou "afinidade melhor " do que
uma imunoglobulina de origem, como usada aqui quer se dizer que
uma variante de Fc se liga a um receptor de Fc com uma constante de
equilibrio significativamente mais alto de associagdo (Ka) ou uma
constante de equilibrio mais baixa de associagdo (Kd) do que o poli-
peptideo de origem quando as quantidades de variante e polipeptideo
de origem no ensaio de ligacdo sao essencialmente as mesmas. Por
exemplo, a variante de Fc como afinidade de ligagdo de FcR aperfei-

coada pode exibir de cerca de 5 vezes to cerca de 1000 vezes, por
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exemplo, de cerca de 10 vezes a cerca de 500 vezes aperfeicoamento
na afinidade de ligacédo de receptor de Fc em comparagao com o poli-
peptideo de origem, onde afinidade de ligagao de receptor de Fc é de-
terminada por métodos conhecidos na técnica. Correspondentemente,
por "afinidade reduzida" quando comparada com um polipeptideo de
origem de Fc como usado aqui quer se dizer que uma variante de Fc
liga um receptor de Fc com Ka significativamente baixa ou Kd mais
alto do que o polipeptideo de origem.

[000154] Concretizagdes compreendem otimizacdo de Fc que se liga
a uma FcR de ser humano, no entanto em concretizacdes os anticor-
pos substitutas da presente invencdo possuem afinidade reduzida ou
aumentada para FcRs de organismos de ndo ser humano, incluindo
mas nao limitados a roedores e primatas ndo humanos. Anticorpos
que sao otimizadas para que se ligam a uma FcR ndo humano podem
encontrar uso na experiéncia. Por exemplo, modelos de camundongo
estdo disponiveis para uma variedade de doengas que permitem tes-
tagem de propriedades tais como eficacia, toxicidade, e farmacocinéti-
cas para um dado farmaco candidato. Como é conhecido na técnica,
células de cancer podem ser enxertadas ou injetadas para dentro de
camundongos para imitar um cancer de ser humano, um processo
chamado de xenoenxerto. Testagem de anticorpos que compreendem
anticorpos que sao otimizados para um ou mais FcRs de camundongo,
pode prover informacao valiosas com relagdo a eficacia da proteina,
seu mecanismo de acdo, e semelhantes. Os anticorpos da presente
invencdo podem também ser otimizados para funcionalidade aumen-
tada e/ou propriedades de solugdo na forma aglicosilada. Em uma
concretizagao, os anticorpos aglicosilados da presente invengao ligam
um ligante de Fc com afinidade maior do que a forma aglicosilada do
anticorpo de origem. O ligantes de Fc incluem, mas n&o sao limitadas

a FcRs, Clqg, FcRn, e proteinas A e G, e podem ser de qualquer fonte
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incluindo mas nao limitados a ser humano, camundongo, rato, coelho,
ou macaco. Em uma concretizag&o substituta, os anticorpos sdo otimi-
zadas como sendo mais estaveis e/ou mais soluveis do que a forma
aglicosilada do anticorpo de origem.

[000155] Anticorpos da invengao podem compreender modificagdes
que modulam a interagao com ligantes de Fc outros que nao FcRs,
incluindo mas nao limitados a proteinas complementar, FcRn, e homo-
logos de receptor de Fc (FcRHs). FCRHs incluem mas néo séo limita-
dos a FcRHI, FcRH2, FcRH3, FcRH4, FcRHS5, e FcRH6 (Davis e ou-
tros, 2002, Immunol. Reviews 190:123-136).

[000156] Anticorpos da presente invengao podem compreender um
ou mais modificacdes que proveem propriedades otimizadas que nao
sao especificamente relacionadas com funcao efetora per se. As modi-
ficacdes podem ser modificacbes de aminoacido, ou podem ser modi-
ficagdes que sao feitas enzimaticamente ou quimicamente. Tal (ais)
modificacdo(des) provavelmente proveem algum aperfeicoamento no
anticorpo, por exemplo um aumento em sua estabilidade, solubilidade,
funcao ou uso clinico. A presente invengao contempla uma variedade
de aperfeicoamentos que podem ser feitos por acoplamento dos anti-
corpos da presente invencdo com modificacdes adicionais.

[000157] Em uma concretizacao, a regiao variavel de um anticorpo
da presente invengao podem ser amadurecidas por afinidade, isto €,
modificagdes de aminoacido foram feitas nos dominios de VH e/ou VL
do anticorpo para aumentar ligagdo de o anticorpo a seu antigeno al-
vo. Tais tipos de modificacbes podem aperfeicoar a cinética de associ-
acgao e/ou a dissociagao para a ligagéo ao antigeno alvo. Outras modi-
ficagdes incluem aquelas que aperfeicoam seletividade para antigeno
alvo vs. alvos alternativos. Essas incluem modificagcdes que aperfeico-
am seletividade para antigeno expresso em células alvo vs células néo

alvo. Outros aperfeicoamentos para as propriedades de reconheci-
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mento de alvo podem ser providos por modificacbes adicionais. Tais
propriedades podem incluir, mas nao sao limitadas a, propriedades
cinéticas especificas (isto é cinética de associagao e dissociag¢ao), se-
letividade para o alvo particular versus alvos alternativos, e seletivida-
de para uma forma especifica de alvo versus formas alternativas.
Exemplos incluem formas comprimento total versus variantes de uni-
ao, superficie de célula vs. formas soluveis, seletividade para varias
variantes polimoérficas, ou seletividade para formas conformacionais
especificas do antigeno alvo.

[000158] Anticorpos da invengao podem compreender um ou mais
modificagbes que proveem internalizagdo reduzida ou aumentada de
um anticorpo. Em uma concretizagao, anticorpos da presente invencao
podem ser utilizados ou combinados com modificacbes adicionais a
fim de reduzir a internalizac&o celular de um anticorpo que ocorre via
interacdo com um ou mais ligantes de Fc. Essa propriedade pode ser
esperada para aumentar funcao efetora, e potencialmente reduzir imu-
nogenicidade dos anticorpos da invengao. Alternativamente, anticor-
pos da presente invencdo podem ser utilizados diretamente ou combi-
nados com modificagdes adicionais a fim de aumentar a internalizagao
de celular de um anticorpo que ocorre via interacdo com um ou mais
ligantes de Fc.

[000159] Em uma concretizacdo, modificacdes séo feitas para aper-
feicoar propriedades biofisicas dos anticorpos da presente invencgao,
incluindo, mas nao limitados a estabilidade, solubilidade, e estado oli-
gomérico. Modificagdes podem incluir, por exemplo, substituicbes que
proveem interacdes intramoleculares mais favoraveis no anticorpo tal
como para prover maior estabilidade, ou substituicbes de aminoacidos
nao polar expostos com aminoacidos polares para for solubilidade
mais alta. Numerosos objetivos de otimizagdo e métodos s&o descritos

no pedido de patente US 2004-0110226, que podem encontrar uso
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para o engenheiramento de modificagdes adicionais para ulteriormente
otimizar os anticorpos da presente invencédo Os anticorpos da presente
invencao podem também ser combinados com modificagdes adicionais
que reduzem tamanho ou estado oligomérico, tal que preparacao de
tumor é aumentada, ou taxas de depuracgao in vivo sdao aumentadas
quando desejado.

[000160] Outras modificacbes nos anticorpos da presente invencao
incluem aquelas que permite a formacao especifica ou moléculas ho-
modiméricas ou homomultiméricas. Tais modificagdes incluem mas
nao sao limitadas a dissulfetos engenheiradas, bem como modifica-
¢bes quimicas ou métodos de agregacdo que podem prover um me-
canismo para a geragdo de homodiméricos ou homomultimeros cova-
lentes. Por exemplo, métodos de engenheiramento de composi¢des de
tais moléculas sédo descritos em Kan e outros, 2001, J. Immunol.,
2001, 166: 1320-1326; Stevenson e outros, 2002, Recent Results
Cancer Res. 159 104-12; US 5,681,566; Caron e outros, 1992, J. Exp.
Med. 176:1191-1195, and Shopes, 1992, J. Immunol. 148(9):2918-22.
Modificagbes adicionais nas variantes da presente invencao incluem
aquelas que permitem a formacao especifica ou moléculas heterodi-
méricas, bifuncionais, e/ou multifuncionais. Tais modificacées incluem,
mas nao sao limitadas a, um ou mais substituicdes de aminoacidos no
dominio de CH3, em que as substituicdes reduzem a formacao de ho-
modimero e aumentam a formacado de heterodimero. Por exemplo,
meétodos de engenheiramento e composi¢cdes de tais moléculas séo
descritas em Atwell e outros, 1997, J. Mol. Biol. 270(1):26-35, e Carter
e outros, 2001, J. Immunol. Methods 248:7-15, cada um incorporado
aqui em sua totalidade por referéncia. Modificacdes adicionais incluem
modificacées na articulacdo e dominios de CH3, em que as modifica-
cbdes reduzem a tendéncia de formar dimeros.

[000161] Em outras concretizagcdes, os anticorpos da presente in-
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vencdo compreendem modificagcdes que removem sitios de degrada-
cao proteolitica. Esses podem incluir, por exemplo, sitios de protease
que reduzem rendimentos de producao, bem como sitios de protease
que degradam a proteina administrada in vivo. Em uma concretizacgao,
modificagbdes adicionais séo feitas para remover sitios de degradagao
covalentes tais como sitios de desamidagao (isto é desamidagao de
residuos de glutaminila e asparaginila aos residuos de glutamina e as-
partila correspondentes), oxidagdo, e degradagao proteolitica. Sitios
de desamidacdo que sdo particularmente uteis para remover sao
aqueles que aumentam tendéncia de desamidacao, incluindo, mas nao
limitados a residuos de asparaginila e glutamila seguidos por glicinas
(pedacos de NG e QG, respectivamente). Em tais casos, substituicdo
de qualquer residuo pode significativamente reduzir a tendéncia de
desamidacao. Sitios de oxidagao comuns incluem residuos de cisteina
e metionina. Outras modificacdes covalentes, que pode ou ser introdu-
zidas ou removidas, incluem hidroxilacdo de prolina e lisina, fosforila-
¢ao de grupos hidroxila de residuos de serila ou treonila, metilagdo dos
"grupos amina de cadeias laterais de lisina, arginina e (T.E. Creighton,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co.,
San Francisco, pp. 79-86 (1983)), acetilacdo da amina N-terminal, e
amidacao de qualquer grupo carboxila C-terminal. Modificacbes adici-
onais também podem incluir mas ndo sao limitadas a modificagbes
pos-traducionais tal como glicolisacao e fosforilagédo ligada a N ou O.

[000162] Modificagdes podem incluir aqueles que aperfeicoam ren-
dimentos de expressam e/ou purificacdo de hospedeiros ou células
hospedeiras comumentes usadas para a produgao de biologias. Essas
incluem, mas nao sao limitadas a varias linhas de células de mamifero
(por exemplo, CHO), linhas de células de levedura, linhas de células
bacterianas, e plantas. Modificagdes adicionais incluem modificagdes

que removem ou reduzem a capacidade de cadeia pesadas para for-
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mar ligagdes de dissulfeto de intercadeia. Modificagdes adicionais in-
cluem modificagdes que removem ou reduzem a capacidade de cadeia
pesadas de formar ligacdes de dissulfeto de intracadeia.

[000163] Os anticorpos da presente invencido podem compreender
modificagdes que incluem o usando-se aminoacidos n&o naturais in-
corporados usando-se, por exemplo, as tecnologias desenvolvidas por
Schultz and colleagues, incluindo mas nao limitados a métodos descri-
tos por Cropp & Shultz, 2004, Trends Genet. 20(12):625-30, Anderson
e outros, 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101 (2):7566-71, Zhang e
outros, 2003, 303(5656):371-3, and Chin e outros, 2003, Science
301(5635):964-7. Em algumas concretizagbes, essas modificacdes
permitem manipulacado de varias propriedades funcionais, de biofisica,
imunoldgica ou de fabricagdo discutidas acima. Nas concretizagdes
adicionais, essas modificacbes permitem modificacdo quimica adicio-
nal para outras finalidades. Outras modificagcdes sdo contempladas
aqui. Por exemplo, o anticorpo pode ser ligado a um de uma variedade
de polimeros n&o proteinaceos, por exemplo, polietileno glicol (PEG),
polipropileno glicol, polioxialquilenos, ou copolimeros de polietileno gli-
col e polipropileno glicol. Modificagdes adicionais de aminoacido po-
dem ser feitos para permitir modificacdo especifica ou ndo especifica
quimica ou pés-traducional dos anticorpos. Tais modificagdes, inclu-
em, mas nao sao limitadas a PEGuilagéo e glicosilagdo. Substituigcbes
especificas que podem ser utilizadas para permitir PEGuilacéo inclu-
em, mas nao sao limitadas a, introducédo de novos residuos de cisteina
ou aminoacidos nao naturais tais que quimicas de acoplamento efica-
zes e especificas podem ser usadas para ligar uma PEG ou de outra
maneira por¢ao polimérica. Introdug¢ado de sitios de glicosilagdo especi-
ficos pode ser alcangada por introdu¢cdo de novas sequéncias de N-X-
T/S para dentro dos anticorpos da presente invencao.

[000164] Modificagdes covalentes de anticorpos estio incluidas den-
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tro do escopo dessa invengao, e sdo em geral, mas nem sempre, fei-
tas pods-traducionalmente. Por exemplo, varios tipos de modificacbes
covalentes do anticorpo sao introduzidas para dentro da molécula por
reacdo de residuos de aminoacido especificos do anticorpo com um
agente de derivatizagao organico que é capaze de reagir com cadeias
laterais selecionadas ou nos residuos N- ou C-terminal.

[000165] Em algumas concretizagbes, a modificacdo covalente dos
anticorpos da invencdo compreende a adicdo de um ou mais rétulos.
O termo "grupo de marcacgao" € qualquer rétulo detectavel. Em algu-
mas concretizagdes, o grupo de marcagao € acoplado ao anticorpo via
bragcos espacador de varios comprimentos para reduzir obstrucdo es-
térica potencial. Varios métodos para a marcacdo de proteinas sao
conhecidos na técnica e podem ser usados na realizagao da presente
invencdo. Em geral, rétulos caem dentro de uma variedade de classes,
dependendo do ensaio em que ele devem ser detectados: a) rotulos
isotépicos, que podem ser is6topos pesados ou radioativos; b) rétulos
magneéticos (por exemplo, particulas magnéticas); c) porgcdes reativas
redox; d) corantes éticos; grupos enzimaticos (por exemplo, peroxida-
se de rabano picante, beta-galactosidase, luciferase, fosfatase alcali-
na); e) grupos biotinilados; ef) epitopos de polipeptideo predetermina-
dos reconhecidos por um reporter secundario (por exemplo, sequén-
cias de par de ziper de leucina, sitios de ligagdo para anticorpos se-
cundarios, dominios de ligacdo de metal, etiquetas de epitopo, etc.).
Em algumas concretizagdes, o grupo de marcagéo € acoplado ao anti-
corpo via bragos espacador de varios comprimentos para reduzir obs-
trucao estérica potencial. Varios métodos para a marcacao de protei-
nas sdo conhecidos na técnica e podem ser usados na realizagao da
presente invencao. Rétulos especificos incluem corantes 6ticos, inclu-
indo, mas nao limitados a cromoforos, fosforos e fluoroforos, com o

ultimo sendo especifico em muitos casos. Fluoroforos podem ser ou
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fluoros de "molécula pequena", ou fluoros proteinaceos. Por "rétulo
fluorescente" quer se dizer que qualquer molécula que pode ser detec-
tada via suas propriedades fluorescentes inerentes.

[000166] Em uma concretizac&o, os anticorpos da invengao sao "pro-
teinas de fusao" de anticorpo, algumas vezes chamados aqui de "con-
jugados de anticorpo”. O par de fusdo ou par de conjugado pode ser
proteinaceo ou ndo proteinaceo; o ultimo em geral sendo gerado
usando-se grupos funcionais no anticorpo e no par de conjugado. Pa-
drées de fusao e conjugado podem ser qualquer molécula, incluindo
polipeptideos e compostos quimicos de molécula pequena. Por exem-
plo, uma variedade de conjugados de anticorpo e métodos descritos
em Trail e outros, 1999, Curr. Opin. Immunol. 11:584-588. Pares de
conjugado possiveis incluem, mas nao sao limitados a citocinas, agen-
tes citotoxicos, toxinas, radioisotopos, agente quimioterapéutico, agen-
tes de antiangiogénese, inibidores de tirosina quinase, e outros agen-
tes terapéuticamente ativos. Em algumas concretizagdes, pares de
conjugado podem ser considerados de mais como cargas uteis, isso
quer dizer que o objetivo de um conjugado é o fornecimento direciona-
do do par de conjugado para uma célula direcionada, por exemplo
uma célula de cancer ou célula imune, pelo anticorpo. Assim, por
exemplo, a conjugacao de uma toxina a alvos de anticorpo do forneci-
mento da toxina a células que expressam o antigeno alvo. Como sera
apreciado por aquele versado na técnica, na realidade dos conceitos e
definigdes de fusdo e conjugado estdo se sobrepondo. A designagao
de um anticorpo como uma fusdo ou conjugado nao destina-se a obri-
ga-lo a qualquer concretizagédo particular da presente invengdo. Cer-
tamente, esses termos sao usados livremente para transportar o am-
plo conceito de que qualquer anticorpo da presente invengao pode es-
tar ligado geneticamente, quimicamente, ou de outra maneira, a um ou

mais polipeptideos ou moléculas para prover alguma propriedade de-
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sejada.

[000167] Conjugados adequados incluem, mas nao sao limitados a,
rétulos como descrito abaixo, farmacos e agentes citotoxicos incluindo,
mas nao limitados a, farmacos citotoxicos (por exemplo, agentes qui-
mioterapéuticos) ou toxinas ou fragmentos ativos de tais toxinas. Toxi-
nas e seus fragmentos correspondentes adequados incluem cadeia A
de difteria, cadeia A de exotoxina, cadeia A de ricina A, cadeia A de
abrina, curcina, crotina, fenomicina, enomicina e semelhantes. Agen-
tes citotoxicos também incluem radioquimicos feitos por conjugacao de
radioisotopos a anticorpos, ou ligagao de um radionuclideo a um agen-
te de quelacdo que foi covalentemente ligado ao anticorpo. Concreti-
zagOes adicionais utilizam caliqueamicina, aunstatinas, geldanamicina,
maitansina, e duocarmicinas e analogos; para o ultimo, vide o pedido
de patente U.S. 2003/0050331

[000168] Em uma concretizacdo, os anticorpos da presente inven-
¢ao sao fundidos ou sdo conjugados a uma citocina. POr "citocina"
como usado aqui quer se dizer que um termo genérico para proteinas
liberadas por uma populacdo de células que agem sobre uma outra
célula como mediadores intercelulares. Por exemplo, como descrito
em Penichet e outros, 2001, J Immunol Methods 248- 91-101, citoci-
nas podem ser fundidas a anticorpo para prover um conjunto de pro-
priedades desejaveis. Exemplos de tais citocinas séo linfocinas, mo-
nocinas, e horménio de polipeptideo tradicional. Incluidas entre as ci-
tocinas sdo hormdnio de crescimento tal como horménio de cresci-
mento ser, hormdnio de crescimento de ser humano de N-metionila, e
horménio de crescimento bovino; horménio da paratireoide, tiroxina;
insulina; pro-insulina; relaxina, prorrelaxina; hormdnio de glicoproteina
tais como horménio de estimulacdo de antigeno (FSH), hormbnio de
estimulagéo de tireoide(TSH), e horménio de lutenizagéo (LH); fator de

crescimento hepatico; fator de crescimento de fibroblasto, prolactina,
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lactogénio placental; fator alfa e beta de necrose de tumor; substancia
de inibicdo de mulle[pilan, peptideo associado a gonadotropina de ca-
mundongo; inhibina; activina, fator de crescimento endotelial vascular;
integrina; trombopoietina (TPO); fatores de crescimento de nervo tal
como NGF-beta; fator de crescimento de plaqueta, fatores de cresci-
mento de transformacgéo (TGFs) tais como TGF- alfa e TGF-beta; fator
de crescimento de tipo insulina | e Il; eitropoietina (EPO); fatores de
osteoindutiva, interferons tais interferon-alfa, beta, e -gama; fatores de
estimulacdo de colbnia (CSFs) tai como macréfago- CSF (M-CSF),
granulécito macrofago-CSF (GM-CSF); e granulécito-CSF (G-CSF),
interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-1 alfa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL- 11, IL-12, IL- 15, um fator de necrose de tu-
mor tal como TNF-alfa ou TNF-beta; C5a; e outros fatores de polipep-
tideo incluindo LIF e ligante de kit (KL). Como usado aqui, o termo ci-
tocina inclui proteinas oriundas de fontes naturais ou oriundos de cul-
tura de células recombinantes, e equivalente biologicamente ativos
das citocinas de sequéncia nativa.

[000169] Em uma concretizagao alternativa, os anticorpos da presen-
te invengdo sao fundidos, sdo conjugados ou operavelmente séo liga-
dos a uma toxina, incluindo mas nao limitados a toxinas de molécula
pequena e toxinas enzimaticamente ativas de bactérias, fungos, de
origem animal ou de planta, incluindo fragmentos e/ou suas variantes.
Por exemplo, uma variedade de imunotoxinas e métodos de imunoto-
xina sdo descritos em Thrush e outros, 1996, Ann. Rev. Immunol.
14:49-71. Toxinas de molécula pequena incluem, mas nao sao limita-
das a caliqueamicina, maitansina (a patente U.S. no. 5.208.020), trico-
teno, e CC1065. Em uma concretizagcdo da invengao, o anticorpo é
conjugado a um ou mais moléculas de maitansina (por exemplo, cerca
de 1 a cerca de 10 moléculas de maitansina por molécula de anticor-

po). Maitansina pode, por exemplo, ser convertida em May-SS-Me que
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pode ser reduzida a ay-SH3 e reagida com anticorpo modificado (Chan
e outros, 1992, Cancer Research 52 127-131) para gerar um conjuga-
do de anticorpo maitansinoide. Um outro conjugado de interesse com-
preende um anticorpo conjugado a uma ou mais moléculas caliquea-
micina. A familia de caliqueamicina de antibidticos é capaz de produzir
DNA de fio duplo que rompe a concentragdes sub-picomolares. Analo-
gos estruturais de caliqueamicina que podem ser usados incluem sao,
por exemplo, revelados em Hinman e outros, 1 93, Cancer Research
53 3336-3342, Lode e outros, 1998, Cancer Research 58 2925-2928,
US 5,714,586; US 5,712,374, US 5,264,586; e US 5,773,001. 10 Ana-
logos de dolastatina tais como auristatina E (AE) e monometilauristati-
na E (MMAE) podem encontrar uso como conjugados para os anticor-
pos da presente invencao (Doronina e outros, 2003, Nat Biotechnol
21(7):778-84; Francisco e outros, 2003 Blood 102(4): 1458-65). Toxi-
nas enzimaticamente ativas uteis incluem mas nao séo limitadas a ca-
deia A de difteria, fragmentos ativos de nao ligacao de toxina de difte-
ria, cadeia A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia A
ricina, cadeia A de abrina, cadeia A de modecina, alfa-sarcina, protei-
nas de Aleurites fordii, proteinas de 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. Vide, por exem-
plo, PCT WO 93/21232. A presente invencgao ulteriormente contempla
um conjugado entre um anticorpo da presente invengao e um compos-
to com atividade nucleolitico, por exemplo, uma ribonuclease ou endo-
nuclease de DNA tal como desoxirribonuclease (DNase).

[000170] Em uma concretizagao alternativa, um anticorpo da presen-
te invengdo pode ser fundido, conjugado, ou operavelmente ligado a
um radioisétopo para formar um radioconjugado. Uma variedade de

isotopos radioativos estdo disponiveis para a producdo de anticorpos

Peticao 870200005134, de 13/01/2020, pag. 106/174



72/133

de radioconjugados. Exemplos incluem, mas nao sao limitadas a,
At211, 1131, 1125, Y90, Rel86, Rel88, SmI53, Bi212, P32, e is6topos
radioativos de Lu.

[000171] Em ainda uma outra concretizacdo, um anticorpo da pre-
sente invengao pode ser conjugado a um "receptor" (tal como estrep-
tavidina) para a utilizagdo no predirecionamento de tumor em que o
conjugado de receptor de anticorpo € administrado ao paciente, segui-
do por remocao de conjugado nao ligado da circulagédo usando-se um
agente de depuracdo e entdo administracdo de um "ligante" (por
exemplo avidina) que € conjugado a um agente citotoxico (por exem-
plo a radionucleotideo). Em uma concretizagao alternativa, o anticorpo
€ conjugado a operavelmente ligado a uma enzima a fim de empregar
terapia de profarmaco de enzima dependente de anticorpo (ADEPT).
ADEPT pode ser usada por conjugagao de ou operavelmente ligagao
do anticorpo a uma enzima de ativagado de profarmaco que converte
um profarmaco (por exemplo, um agente quimioterapéutico de peptidi-
la, vide pedido de PCT WO 81/01 145, incorporado aqui em sua totali-
dade por referéncia) a um farmaco de anticancer. Vide, por exemplo,
pedido de PCT WO 88/07378 ou a patente de U.S. no. 4.975.278, ca-
da um incorporado aqui em sua totalidade por referéncia. O compo-
nente de enzima do imunoconjugado util para ADEPT inclui qualquer
enzima capaz de agir em um profarmaco de tal modo de modo a co-
verté-lo em sua forma citotéxica, mais ativa. Enzimas que sao uteis no
método dessa invencgao incluem mas nao sao limitadas a fosfatase al-
calina uteis para a conversao de profarmacos contendo fosfato em
farmacos livres; arilsulfatase util para a conversao de profarmacos
contendo sulfato em farmacos livres; desaminase de citosina util para
a conversao de 5-fluorocitosina ndo toxica no farmaco de anticancer,
5- fluorouracila; proteases, tais como protease de serratia, termolisina,

subtilisina, carboxipeptidases e catepsinas (tais como catepsinas B e
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L), que séo uteis para a conversao de profarmacos contendo peptideo
em farmacos livres; D- alanilcarboxipeptidases, uteis para a conversao
de profarmacos que contém substituintes de D-aminoacido, enzimas
de clivagem de carboidrato tais como beta-galactosidase e neuramini-
dase uteis para a conversao de profarmacos glicosilados em farmacos
livres, beta-lactamase util para a conversao de farmacos derivatizados
com alfa-lactamas em farmacos livres, e amidases de penicilina, tal
como amidase de penicilina V ou amidase de penicilina G, util para a
conversdo de farmacos derivatizados em seus nitrogénio de amina
com grupos fenoxiacetila ou fenilacetila, respectivamente, em farma-
cos livres. Alternativamente, anticorpos com atividade enzimatica,
também conhecidos na técnica como "abzimas", podem ser usadas
para conveter os profarmacos da invencdo em farmacos ativos livres
(vide, por exemplo, Massey, 1987, Nature 328. 457-458, incorporados
aqui em sua totalidade por referéncia). Conjugados de abzima de anti-
corpo podem ser preparados para o fornecimento de abzima a uma
populacéo de células de tumor. Uma variedade de conjugados adicio-
nais sao contemplados para os anticorpos da presente invengao. Uma
variedade de agente quimioterapéuticos, agentes antiangiogénicos,
inibidores de tirosina quinase, e outros agentes terapéuticos séo des-
critos abaixo, que podem encontrar uso como conjugados de anticor-
po.

[000172] Também contemplado como pares de conjugado e fusao
sao polipeptideos de Fc. Assim um anticorpo pode ser um polipeptideo
de Fc multimérico, compreendendo duas ou mais regides de Fc. A
vantagem de tal molécula é que ela prové multiplos sitios de ligagéo
para receptores de Fc com uma molécula de proteina simples. Em
uma concretizacao, regides de Fc podem ser ligadas usando-se uma
abordagem de engenheiramento quimico. Por exemplo, Fab's e Fc's

podem ser ligados por ligagdes de tioéter originando residuos de ciste-

Peticao 870200005134, de 13/01/2020, pag. 108/174



74/133

ina nas articulagdes, gerando moléculas tal como FabFc2. Regides de
Fc podem ser ligadas usando-se engenheiramento de dissulfeto e/ou
reticulagdo quimica. Em uma concretizagao, regides de Fc podem ser
ligadas geneticamente. Em uma concretizag&o, regides de Fc em um
anticorpo sao ligadas geneticamente para gerar regides de Fc em tan-
dem ligadas como descrita no pedido de patente US 2005-0249723,
intitulado "polipeptideos de Fc como novos sitios de ligagao de ligante
de Fc". Polipeptideos de Fc em tandem ligados podem compreender
duas ou mais regides de Fc, por exemplo, uma a trés, duas, etc, regi-
Oes de Fc. Pode ser vantajoso explorar numerosos construtos de en-
genheiramento a fim de se obter? homo- ou hetero- anticorpos em
tandem ligados com as propriedades funcionais e estruturais mais fa-
voraveis. Anticorpos em tandem ligados podem ser der homo- anticor-
pos em tandem ligados, que € um anticorpo de um iso6tipo € fundido
geneticamente a um outro anticorpo do mesmo isétipo. E antecipado
que uma vez que ha multiplos sitios de ligagdo FcR, Clq, e/ou FcRn
sobre polipeptideos de Fc em tandem ligados, fungdes de efetor e/ou
farmacocinética podem ser aumentadas. Em uma concretizacao alter-
nativa, anticorpos de diferentes is6tipos podem ser em tandem ligados,
chamadas de hetero- anticorpos em tandem ligados Por exemplo, por
causa da capacidade de direcionar receptores de FcR e FcRI, um anti-
corpo que liga tanto FcRs quanto FcRI podem prover um aperfeigoa-
mento clinico significativo.

[000173] Pares de conjugado e fusdo podem ser ligados a qualquer
regiao de um anticorpo da presente invencgao, incluindo nos N- ou C-
terminais, ou em algum residuo em entre os terminais. Em uma con-
cretizagdo, um par de conjugado ou fusao é ligado no N- ou C-terminal
do anticorpo, por exemplo, o N-terminal. Uma variedade de ligantes
podem encontrar uso na presente invengao para covalentemente ligar

anticorpos a uma fuséo ou par de conjugado. Por "ligante", "sequéncia
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de ligante", "espacador”, "sequéncia amarrada " ou seu equivalentes
gramaticais, aqui quer se dizer que uma molécula ou grupo de molécu-
las (tal como mondémero ou polimero) que liga duas moléculas e fre-
quentemente serve para colocar as duas moléculas em uma configu-
racao desejavel. Ligantes sdo conhecidos na técnica, por exemplo,
ligantes homo-ou hetero-bifuncionais como s&do bem conhecidos (vide,
1994 Pierce Chemical Company catalog, technical section on cross-
linker, pages 155-200). Numerosas estratégias podem ser usadas para
covalentemente ligar moléculas entre si. Essas incluem, mas nao sao
limitadas a ligagbes de polipeptideo entre N- e C-terminais de protei-
nas ou dominios de proteina, ligacao via ligagdes de dissulfeto, e liga-
¢ao via reagentes reticulagdo quimicos. Em um aspecto dessa concre-
tizacdo, o ligante é uma ligacdo de peptideo, gerada por técnicas re-
combinantes ou sintese de peptideo. O ligante pode conter residuos
de aminoacido que proveem flexibilidade. Assim, o peptideo de ligado
pode pré-cominantemente incluir os seguintes residuos de aminoacido
residuos Gly, Ser, Ala, ou Thr. O peptideo de ligado teraia um compri-
mento que € adequado para ligar duas moléculas de tal modo que elas
assume a conformacao correta em relacdo a umas das outras de mo-
do que elas retenham atividade desejada. Comprimentos adequados
para essa finalidade incluem pelo menos um e ndo mais do que 50 re-
siduos de aminoacido. Em uma concretizagdo, o ligante € de cerca de
1 a 30 aminoacidos de comprimento, com ligantes de 1 a 20 aminoaci-
dos de comprimento sendo desejavel. Ligantes uteis incluem polime-
ros de glicina-serina (incluindo, por exemplo, (GS)n, (GSGGS)n
(GGGGS)n e (GGGS)n, onde n é um numero inteiro de pelo menos
um), polimeros de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina, e ou-
tros ligantes flexiveis, como serdo apreciados por aqueles da técnica.
Alternativamente, uma variedade de polimeros de ndo proteinaceos,

incluindo mas néao limitados a polietileno glicol (PEG), polipropileno
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glicol, polioxialquilenos, ou copolimeros de polietileno glicol e polipropi-
leno glicol, podem encontrar uso como ligantes, que podem encontrar
uso para ligar os anticorpos da presente invengao a par de conjugado
ou fusdo, ou para ligar os anticorpos da presente invencdo a um con-
jugado.

[000174] A presente invencao prové métodos para a producéo e an-
ticorpos experimentalmente de testagem. Os métodos descritos desti-
nam-se a restringir a presente invencao a qualquer aplicagao ou teoria
de operacgao. Certamente, os métodos providos destinam-se a ilustrar
em geral que um ou mais anticorpos podem ser experimentalmente
testados para se obter anticorpos de variante. Métodos gerais para a
biologia molecular de anticorpo, expressao, purificacéo e triagem sao
descritos no engenheiramento de anticorpo, editado por Duebel & Kon-
termann, Springer- Verlag, Heidelberg, 2001, and Hayhurst & Georgi-
ou, 2001, Curr Opin Chem Biol 5 683-689; Maynard & Georgiou, 2000,
Annu Rev Biomed Eng 2 339-76, anticorpos. A Laboratory Manual by
Harlow & Lane, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988.
[000175] Em uma concretizagdo da presente invengao, acidos nu-
cleicos séo criados que codificam os anticorpos, e que podem entio
ser clonados em células hospedeiras, expressos e analisados, se de-
sejado. Assim, acido nucleicos, e particularmente DNA, podem ser fei-
tos codificando cada sequéncia de proteina. Esses médicos s&o reali-
zados usando-se procedimentos bem conhecidos. Por exemplo, uma
variedade de métodos que podem encontrar uso na presente invengao
sdo descritos em Molecular Clonagem - A Laboratory Manual, 32 Ed.
(Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 2001), and
Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons). Como se-
ra apreciado por aqueles versados na técnica, a geracao de sequén-
cias exatas para um biblioteca compreendendo um grande numero de

sequéncias € potencialmente cara e de consumo de tempo. Por " bibli-
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oteca " aqui quer se dizer que um conjunto de variantes em qualquer
forma, incluindo mas n&o limitadas a uma lista de sequéncias de aci-
dos nucleicos ou aminoacidos, uma lista de substituicdes de acido nu-
cleico ou aminoacido em posicdes variaveis, um biblioteca fisica com-
preendendo acidos nucleicos que codificam as sequéncias de bibliote-
ca, ou uma biblioteca fisica compreendendo as proteinas de variante,
ou na forma purificada ou na forma n&o purificada. Correspondente-
mente, ha uma variedade de técnicas que podem ser usadas para efi-
cazmente gerar bibliotecas da presente invencdo. Tais métodos que
podem encontrar uso na presente invengao sao descritos ou referenci-
ados na patente de U.S. no. 6.403.312; pedido de patente US 2002-
0048772, patente de U.S. no. 7.315.786; pedido de patente US 2003-
0130827, pedido de PCT WO 01/40091 ou pedido de PCT WO
02/25588. Tais métodos incluem mas nao sao limitados a métodos de
conjunto de genes, método a base de PCR e métodos que usam vari-
acdes de PCR, métodos a base de reacado de cadeia de ligase, méto-
dos de oligo combinados tais como aqueles usados em embaralha-
mento sintético, métodos de ampliagao propenso a erro e métodos que
usam ohgos com mutag¢des aleatorias, métodos de mutagénese de
sitio-dirigidos classicos, muatagénese de pacote e outros métodos de
sintese de gene e ampliagcdo. Como é conhecida na técnica, ha uma
variedade de kits e métodos comericalmente disponiveis para o con-
junto de gene, mutagénese, subclonagem de vetor, e semelhantes, e
tais produtos comerciais encontram uso na presente invengao para a
geracao de acidos nucleicos que codificam anticorpos.

[000176] Os anticorpos da presente invencao podem ser produzidos
por cultivo de uma célula hospedeira transformada com acido nucleico,
por exemplo, um vetor de expressao, contendo acido nucleico que co-
difica os anticorpos, sob as condi¢cbes apropriadas para induzir ou

causar expressao da proteina. As condicbes apropriadas para a ex-
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pressao variardo com a escolha do vetor de expressdo e da célula
hospedeira, e variardo facilmente determinadas por aquele versado na
técnica através de experimentacao rotineira. Uma ampla variedade
células hospedeiras apropriadas podem ser usadas, incluindo mas nao
limitadas células de mamifero, bactérias, células de inseto, e levedura.
Por exemplo, uma variedade de linhas de células que podem encon-
trar uso na presente invencao sdo descritas no catalogo de linha de
célula d ATCC, disponivel da American Type Culture Collection.

[000177] Em uma concretizacdo, os anticorpos sdo expressos em
sistemas de expressao de mamifero, incluindo sistemas em que os
construtos de expressao sao introduzidos para dentro das células de
mamifero usando-se virus tal como retrovirus ou adenovirus. Quais-
quer células de mamifero pode ser usadas, por exemplo, ser humano,
camundongo, rato, hamster, primata células, etc.. Células adequadas
também incluem pesquisa conhecida de células, incluindo mas nao
limitadas a células T de Jurkat, NIH3T3, CHO, BHK, COS, HEK293,
PER C.6, HelLa, Sp2/0, células de NSO e suas variantes. Em uma
concretizacao alternativa, proteinas de biblioteca sdo expressas em
células bacterianas. Sistemas de expressao bacterianas sdo bem co-
nhecidas na técnica, e incluem Escherichia coli (E. coli). Bacillus subti-
lis, Streptococcus cremoris, e Streptococcus lividans. Em concretiza-
¢Oes alternativas, anticorpos sdo produzidos em células de inseto (por
exemplo Sf21/Sf ) ou células de levedura (por exemplo S. cerevisiae,
Pichia, etc.). Em uma concretizagdo alternativa, anticorpos s&o ex-
pressos in vitro usando-se sistemas de traducao livre de célula. Siste-
mas de tradugdo in vitro derivadas tanto células procariéticas (por
exemplo E. coli) quando eucaridticas (por exemplo, germe de trigo,
reticuldcitos de coelho) estdo disponiveis e podem ser escolhidas com
base nos niveis de expressao e propriedades funcionais da proteina

de interesse. Por exemplo, como apreciado por aqueles versados na
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técnica, tradugao in vitro é exigido por algumas tecnologias de exibi-
cao, por exemplo, exibicdo de ribossoma. Além disso, os anticorpos
podem ser produzidos por métodos de sintese quimica. Também sis-
temas de expressao transgénicas tanto animal (por exemplo leite de
vaca, ovelha ou cabra, ovos de galinha embrionados, larvas de inseto
inteiras, etc.) quanto planta (por exemplo, milho, tabaco, lentilha
d’agua, etc.). Os acidos nucleicos que codificam os anticorpos da pre-
sente invengao podem ser incorporados em um vetor de expressao a
fim de expressar proteina. Uma variedade de Vetores de expresséao
pode ser utilizada para a expressao de proteina. Vetores de expressao
podem compreender vetores extracromossomais de auto-replicacéo
ou vetores que integram em um genoma de hospedeiro. Vetores de
expressdo sao construidos serem compativeis com o tipo de célula
hospedeira. Assim vetores de expressao que encontram uso na pre-
sente invencgao incluem mas ndo sao limitadas aquelas que permitem
expressao de proteina em células de mamifero, bactérias, células de
inseto, levedura, e em sistemas in vitro. Como é conhecido na técnica,
uma variedade de vetores de expresséo estdo disponiveis, comercial-
mente ou de outra maneira, que podem encontrar uso na presente in-
vengao para a expressao de anticorpos.

[000178] Vetores de expressao tipicamente compreendem uma pro-
teina operavelmente ligada com sequéncias reguladoras ou de contro-
le, marcadores selecionaveis, quaisquer pares de fusao, e/ou elemen-
tos adicionais. Por "operavelmente ligado" aqui quer se dizer que o
acido nucleico é colocado em uma relacdo funcional com uma outra
sequéncia de acidos nucleicos. Em geral, esses vetores de expressao
incluem acido nucleico regulador traducional e transcritivo operavel-
mente ligado ao acido nucleico que codifica o anticorpo, e sao tipica-
mente apropriados a célula hospederia usada para expressar a protei-

na. Em geral, as sequéncias reguladoras transcritivas ou traducionais
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podem incluir sequéncias de promotor, sitios de ligagao ribossomais,
sequéncias de parada e partida traducionais, e sequéncias de aumen-
tador ou ativador. Como é também conhecido na técnica, vetores de
expressao tipicamente contém um marcador ou gene de selegcao para
permitir a selecdo de células hospedeiras transformadas contendo o
vetor de expressdo. Genes de selecdo sdo bem conhecidos na técnica
e variarao com a ceélula hospedeira usada.

[000179] Anticorpos podem ser operavelmente ligadas a um par de
fusdo para permitir direcionamento da proteina expressa, purificagao,
triagem, exibigdo, e semelhantes. Pares de fusdo podem ser ligados a
sequéncia de anticorpos via uma sequéncia de ligante. A sequéncia de
ligante em geral compreendera um pequeno numero de aminoacidos,
tipicamente menos do que dez, embora ligantes mais longos possam
também ser usados. Tipicamente, sequéncias de ligante sao selecio-
nados serem flexiveis e resistentes a degradagao. Como sera aprecia-
do por aqueles versados na técnica, qualquer uma de uma ampla vari-
edades de sequéncias podem ser usada como ligantes. Por exemplo,
uma sequéncia de ligante comum a sequéncia de aminoacidos
GGGGS. Um par de fusdo pode ser uma sequéncia de sinal ou de di-
recionamento que dirige o anticorpo e quaisquer pares de fusdo asso-
ciados a uma localizagao celular desejada ou ao meio extracelular.
Como é conhecido na técnica, certas sequéncias de sinalizacdo po-
dem direcionar uma proteina a ser ou secretada para dentro do meio
de crescimento ou para dentro do espaco periplasmico, localizado en-
tre a membrana externa e interna da célula. Um par de fusao pode
também ser uma sequéncia que codifica um peptideo ou proteina que
permite purificagdo e/ou triagem. Tais pares de fusao incluem mas nao
sdo limitados a etiquetas de poli-histidina (etiquetas de His) (por
exemplo H6 e H10 ou outras etiquetas para o uso com sistemas de

cromatografia por afinidade de metal imobilizado (IMAC) (por exem-
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plo,Ni?* colunas por afinidade)), fusdes de GST, fusbes de MBP, eti-
queta de Strep, a sequéncia alvo de biotinilacdo de BSP das enzimas
bacterianas BirA, e etiquetas de epitopo que sao direcionadas pelos
anticorpos (por exemplo, etiquetas de c-myc, etiquetas de flag e seme-
Ihantes). Como sera apreciado por aqueles versados na técnica, tais
etiquetas podem ser uteis para a purificacédo, para a triagem, ou am-
bas. Por exemplo, um anticorpo pode ser purificado usando-se uma
etiqueta de His por imobilizagdo dela a uma coluna por afinidade Ni*?,
e entdo depois de purificacdo da mesma etiqueta de His pode ser usa-
da para imobilizar o anticorpo a uma placa revestida por Ni*? para rea-
lizar uma ELISA ou outro ensaio de ligacdo (como descrito abaixo).
Um par de fusdo pode permitir o uso de um método de seleg¢ao para
triar anticorpos (vide abaixo). Pares de fusdo que permitem uma varie-
dade de métodos de selecdo sdo bem conhecidos na técnica, e todos
esses encontram uso na presente inveng¢ao. Por exemplo, por fusao
dos membros de uma biblioteca de anticorpo para a proteina lll de ge-
ne, exibicdo de fago podem ser empregados (Kay e outros, Exibigdo
de fago de peptideos e proteinas: a laboratory manual, Academic
Press, San Diego, CA, 1996; Lowman e outros, 1991, Biochemistry 30:
10832-10838; Smith, 1985, Science 228:1315-1317). Pares de fuséo
podem permitir anticorpos a serem marcadas. Alternativamente, um
par de fusdo pode ser ligar a uma sequéncia especifica no vetor de
expressao, permitindo que o par de fusao e anticorpo associado a se-
rem ligados covalentemente ou n&o covalentemente ao acido nucleico
que os codifica.

[000180] Os meétodos de introdugdo de acido nucleico exdégeno para
dentro de células hospedeiras sdo bem conhecidos na técnica, e varia-
rao com a celula hospedeira usada. Técnicas incluem, mas ndo séo
limitadas uma transfeccdo mediada por dextrano, precipitagcao de fos-

fato de calcio, tratamento de cloreto de calcio, transfecgcao de mediada
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por polibreno, fusdo de protoplasto, eletroporacéo, infecgdo de fago ou
viral, encapsulacao do(s) polinucleotideo(s) nos lipossomas, e microin-
jecao direta do DNA para dentro de nucleos. No caso de células de
mamifero, transfeccao pode ser ou transitoria ou estavel.

[000181] Em uma concretizacao, anticorpos sao purificados ou isola-
dos depois da expressado. Proteinas podem ser isoladas e purificadas
em uma variedade de modos conhecidos por aqueles versados na
técnica. Métodos de purificacdo padréo incluem técnicas cromatografi-
cas, incluindo troca de ions, interagcao hidrofdbica, afinidade, de classi-
ficacdo de tamanho e filtragdo de gel, e fase reversa, realizadas a
pressao atmosférica ou a alta pressao usando-se sistemas tais como
FPLC e HPLC. Métodos de purificacdo também incluem técnicas ele-
troforética, precipitagdo, imunoldgica, didlise e cromatofocalizagao.
Técnicas de ultrafiltragao e diafiltracdo, em combinagdo com concen-
tracao de proteina, sdo também uteis. Como é bem conhecida na téc-
nica, uma variedade de proteinas naturais ligam Fc e anticorpos, e es-
sas proteinas podem encontrar uso na presente invengao para a puri-
ficacdo de anticorpos. Por exemplo, as proteinas A e G bacterianas se
ligam a regido de Fc. Do mesmo modo, a proteina L bacteriana se liga
a regido de Fab de alguns anticorpos, com naturalmente faz o antige-
no alvo do anticorpo. Purificacdo pode frequentemente ser permitida
por um par de fusdo particular. Por exemplo, anticorpos podem ser pu-
rificados usando-se resina de glutationa se uma fusdo de GST for em-
pregada, cromatografia por afinidade de Ni* se uma etiqueta de Hi for
empregada, ou imobilizada por anticorpo de anti-flag se uma etiqueta
flag for usada. Para general orientacdo em técnicas de purificacéo
adequadas, vide, por exemplo Protein Purification: Principles and Prac-
tice, 32 Ed., Scopes, Springer- Verlag, NY, 1994. O grau de purificacéo
necessaria variara dependendo da triagem ou do uso dos anticorpos.

Em alguns casos na purificacdo € necessaria. Por exemplo em uma
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concretizagéo, se os anticorpos forem secretados, triagem pode ocor-
rer diretamente do meio. Como é bem conhecida na técnica, alguns
métodos de selecdo ndo envolvem purificacdo de proteinas. Assim,
por exemplo, se um biblioteca de anticorpos for feita na biblioteca de
exibicao de fago, purificagdo de proteina ndo pode ser realizada.
[000182] Anticorpos podem ser triados usando-se uma variedade de
métodos, incluindo, mas nao limitados aqueles que usam ensaios in
vitro, ensaios a base de célula e in vivo, e tecnologias de selegéo.
Tecnologias de triagem de alta capacidade e automatizagdo podem
ser utilizadas nos procedimentos de triagem. Triagem pode empregar
0 uso de um par de fusdo ou rétulo. O uso de pares de fusdo foi discu-
tido acima. Por "marcado" aqui quer se dizer que os anticorpos da in-
vencao tém um ou mais elementos, is6topos, ou compostos quimicos
ligado a permitir a detecgdo em uma triagem. Em geral, rétulos caem
dentro de trés classes: a) rétulos imunes, que podem ser um epitopo
incorporado como um par de fusdo que é reconhecido por um anticor-
po, b) rétulos isotdpicos, que podem ser isétopos pesados ou radioati-
vos, e ¢) molécula pequena rotulos, que podem incluir corantes fluo-
rescentes e colorimétricos, ou moléculas tal como biotina que permi-
tem outros métodos de marcacgao. Roétulos podem ser incorporados em
o0 composto em qualquer posi¢ao e podem ser incorporados in vitro ou
in vivo durante a expresséao de proteina.

[000183] Em uma concretizacao, as propriedades funcional e/ou bio-
fisica de anticorpos séo triadas em um ensaio in vitro. Ensaios in vitro
podem permitir uma ampla faixa dindmica para as propriedades de ftri-
agem de interesse. Propriedades de anticorpos que podem ser triados
incluem mas nao sao limitadas a estabilidade, solubilidade, e afinidade
para ligantes de Fc, por exemplo FcRs. Multiplas propriedades podem
ser triados simulataneamente ou individualmente. Proteinas podem ser

purificadas e nao purificadas, dependendo das exigéncias do ensaio.
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Em uma concretizagdo, a triagem € um ensaio de ligagao qualitativa
ou quantitativa para a ligacao de anticorpos a uma molécula de protei-
na ou nao proteina que é conhecida ou pensada de se ligar ao anti-
corpo. Em uma concretizacdo, a triagem € um ensaio de ligacéo para
a medicdo que se liga ao antigeno alvo. Em uma concretizagao alter-
nativa, a triagem € um ensaio para a ligagado de anticorpos a um ligan-
te de Fc, incluindo, mas nao limitados a familia de FcRs, o receptor
neonatal FcRn, a proteina de complemento Clq, e as proteinas A e G
bacterianas. Os ligantes de Fc podem ser de qualquer organismo, por
exemplo, seres ser humanos, camundongos, ratos, coelhos, macacos,
etc.. Ensaios de ligagcdo podem ser realizados usando-se uma varie-
dade de métodos conhecidos na técnica, incluindo, mas nao limitados
a FRET (Transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia) e
ensaios a base de BRET (Transferéncia de energia de ressonéancia de
bioluminescéncia, AlfaScreen® (Ensaios homogéneos de proximidade
luminescentes ampliados), ensaio de proximidade de cintilagdo, ELISA
(Ensaios imunossorventes ligados a enzima), SPR (Ressonancia de
plasménio de superficie, também conhecida como Biacore®), calori-
metria de titulacdo isotérmica, calorimetria de varredura diferencial,
eletroforese de gel e cromatografia incluindo filtracdo de gel. Esses e
outros métodos podem levar vantagem de algum par de fuséo ou rétu-
lo do anticorpo. Ensaios podem empregar uma variedade de métodos
de deteccédo incluindo mas nao limitados a rétulos cromogénicos, fluo-
rescentes, luminescentes ou isotdpicos.

[000184] As propriedades biofisicas de anticorpos, por exemplo es-
tabilidade e solubilidade, podem ser triadas usando-se uma variedade
de métodos conhecidos na técnica. Estabilidade de proteina pode ser
determinada por medig¢ao do equilibrio termodinamico entre os estados
dobrados e ndo dobrados. Por exemplo, anticorpos da presente inven-

cao podem ser dobrados usando-se desnaturagdo quimica, calor, ou
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pH, e essa transi¢cdo pode ser monitorada usando-se métodos incluin-
do, mas nao limitados a, espectroscopia de dicroismo circular, espec-
troscopia fluorescéncia, espectroscopia de absorbancia, espectrosco-
pia de RMN, calorimetria, e protedlise. Como sera apreciado por aque-
les versados na técnica, os parametros cinéticos das transicdes do-
bradas e ndo dobradas podem também ser monitoradas usando-se
essas e outras técnica. A solubilidade e integridade estrutura total de
um anticorpo podem ser quantitativamente ou qualitivamente determi-
nas usando-se uma ampla faixa de métodos que sao conhecidos na
técnica. Métodos que podem encontrar uso na presente invencao para
a caracterizagdo das propriedades biofisicas de anticorpos incluem
eletroforese de gel, focalizagdo isoelétrica, eletroforese de capilar,
cromatografia tais como cromatografia de exclusdo por tamanho, cro-
matografia de troca de ions, e cromatografia de liquida de alto desem-
penho de fase reversa, mapeamento de peptideo, mapeamento de oli-
gossacarideo, espectrometria de massa, espectroscopia de absorban-
cia de ultravioleta, espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de
dicroismo circular, calorimetria de titulagcdo isotérmica, calorimetria de
varredura diferencial, ultracentrifugagcédo analitica, dispersao de luz di-
namica, protedlise e reticulacdo, medicédo de turbidez, ensaio de retar-
dacgao de filtragem, ensaios imunoldgicos, ensaios de ligacao de co-
rante fluorescente, ensaios de manchamento de proteina, microscopia,
e delecao de agregados via ELISA ou outro ensaio de ligagcdo. Analise
estrutural que emprega técnicas cristalograficas de raios X e espec-
troscopia de RMN podem também encontrar uso. Em uma concretiza-
cao, estabilidade e/ou solubilidade podem ser medidas por determina-
¢ao da quantidade de solugéo de proteina depois de algum periodo de
tempo. Nesse ensaio, a proteina pode ou ndo pode ser exposta a al-
guma condi¢do extrema, por exemplo, temperatura elevada, baixo pH,

ou a presenca de desnaturante. Uma vez que funcao tipicamente exi-
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ge uma proteina estavel, soluvel e/ou bem dobrada/estruturada, os
ensaios de ligagcdo e funcionais como mencionados acima também
proveem meios para realizar tal medicdo. Por exemplo, uma solucao
compreendendo um anticorpo poderia ser analisado quanto a sua ca-
pacidade de ligar antigeno alvo, entdo exposto a temperatura elevada
por um ou mais periodos de tempo definidos, entdo foram analisados
quanto a ligacdo de antigeno novamente. Uma vez que proteina nao
dobradas ou agregadas nao € esperada ser capaz de ligar antigeno, a
quantidade de atividade restante prové uma medicédo da estabilidade e
solubilidade de anticorpo.

[000185] As propriedades bioldgicas dos anticorpos da presente in-
vencao podem ser caracterizadas nas experiéncias de célula, tecido e
organismo inteiro. Como € conhecida na técnica, farmacos sado quen-
temente testados em animais, incluindo mas nao limitados a camun-
dongos, ratos, coelhos, cachorro, gatos, porcos, € macacos, a fim de
medir uma eficacia de farmaco para o tratamento contra uma doenca
ou modelo de doencga, ou para medir farmacocinética do farmaco, toxi-
cidade, e outras propriedades. Os animais podem ser chamados de
modelo de doenca. Com relacido aos anticorpos da presente invencéo,
um desafio particular aparece quando do uso de modelos de animal
para avaliar o potencial para na eficacia de ser humano de polipepti-
deos candidatos — isso € devido, pelo menos em parte, ao fato de que
anticorpos que tém um efeito especifico sobre a afinidade para um re-
ceptor de Fc de ser humano nédo pode deter uma efeito de afinidade
similar com o receptor de anima ortélogo. Esses problemas podem ser
ulteriormente exarcebados pelas ambiguidades inevitaveis associadas
a designacgao correta de ortdlogos verdadeiros (Mechetina e outros,
Immunogenetics, 2002 54:463-468), e o fato de que alguns ortélogos
simplismente ndo exibem no animal (por exemplo, seres ser humanos

possuem uma FcRIla enquanto que camundongos nao). Terapéuticas
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sdo frequentemente testadas em camundongos, incluindo mas néao
limitados a camundongos nus, camundongos de SCID, camundongos
de xenoenxerto, e camundongos transgénicos (incluindo knockins e
inativacdes). Por exemplo, um anticorpo da presente invencdo que é
destinado como uma terapéutica de anticancer pode ser testada em
um modelo de cancer de camundongo. Nesse método, um tumor ou
linha de célula de tumor € enxertado sobre ou injetado para dentro de
um camundongo, e subsequentemente o camundongo é tratado com a
terapéutica para determinar a capacidade do anticorpo de reduzir ou
inibir metastase e crescimento de cancer. Uma abordagem alternativa
€ 0 uso de modelo de camundongo de SCID em que camundongos
com deficiéncia imune sdo injetados com linfocitos periféricos de san-
gue (PBLs) de ser humano, conferindo um sistema semi-funcional e
um sistema imune de ser humano — com um ensaio apropriado da
FcRs de ser humano - aos camundongos que subsequentemente fo-
ram injetados com anticorpos ou polipeptideos de Fc que direcionam
células de tumor de ser humano injetadas. Em tal modelo, os polipep-
tideos de Fc que direcionam o antigeno desejado interagem com PBLs
de ser humano dentro dos camundongos para ligar fungdes de efetor
tumoricidais. Tal experimentagdo pode prover dados significativos para
a determinacéo do potencial do anticorpo a ser usado como uma tera-
péutica. Qualquer organismo, por exemplo, mamiferos, pode ser usa-
do para testagem. Por exemplo, por causa de sua similaridade genéti-
ca a humanos, macacos podem ser adequados de modelos terapéuti-
cos, e assim podem ser usados para testar a eficacia, toxicidade, far-
macocinética, ou outra propriedades dos anticorpos da presente in-
vencao. Testes dos anticorpos da presente invencdo em humanos sao
rotineiramente exigidos para aprovagdo como farmacos, e assim natu-
ralmente essas experiéncias sdo contempladas. Assim os anticorpos

da presente invencado podem ser testados em humanos para determi-
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nar sua eficacia terapéutica, toxicidade, farmacocinética, e/ou outras
propriedades clinicas.

[000186] Estudos de toxicidade sao realizados para determinar o an-
ticorpo ou efeitos relacionados com fusdo de Fc que ndo podem ser
avaliados no perfil de farmacologia padrédo ou ocorrem apenas depois
da administragao repetida do agente. Testes de mais toxicidade sao
realizados em duas espécies — um roedor e um nao roedor - para as-
segurar que quaisquer efeitos adversos inesperados ndo sao desper-
cebidos antes que novas entidades terapéuticas sejam introduzidas
para dentro de homem. Em geral, aqueles modelos podem medir uma
variedade de toxicidades incluindo genotoxicidade, toxicidade crénica,
imunogenicidade, toxicidade reprodutiva/desenvolvente, e carcinoge-
nicidade. Incluidos dentro dos pardmetros acima mencionados sao
medi¢cao padrao de consumo de alimento, peso de corpo, formacao de
anticorpo, quimica clinica, e exame macro- e microscépico de oOr-
gaos/tecidos padrao (por exemplo, cardiotoxicidade). Parametros adi-
cionais da medi¢ao sdo trauma de sitio de injegdo e a medigdo de an-
ticorpos de neutralizagao, se for o caso. Tradicionalmente, terapéuti-
cas monoclonais de anticorpo, nus ou conjugadas sao avaliadas quan-
to a reatividade cruzada com tecidos normais, imunogenicida-
de/producao de anticorpo, ligante toxicidade de ligante ou conjugado e
toxicidade do "espectador" de espécie radiomarcada. No entanto, tais
estudo podem ter de ser individualizados para levar em conta as preo-
cupacgoes especificas e o seguinte conjunto de orientagao por ICH S6
(estudos de seguranca para produtos biotecnolégicos também obser-
vados acima). Como tal, os principios gerais sdo que os produtos séo
suficientemente bem caracterizados e para os quais impurezas/conta-
minantes foram removidos, que o material de teste seja comparavel
através de todo desenvolvimento, e tendéncia a GLP.

[000187] A farmacocinética (PK) dos anticorpos da invencao pode
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ser estudada em uma variedade de sistemas de animal, como os mais
relevantes sendo primatas de ndo ser humano tais como os macacos
cynomolgous e rhesus. Administragdes unicas ou repetidas i.v./s.c.
sobre uma faixa de dose de 6000-vezes (0,05-300 mg/kg) podem ser
avaliadas quanto a semivida (dias a semanas) usando-se concentra-
cao e depuracao de plasma bem como volume de distribuicdo em um
estado constante e nivel de absorbéncia sistémica podem ser medi-
dos. Exemplos de tais pardmetros de medicdo em geral incluem ma-
xima concentracdo no plasma observada (Cmax), o tempo para alcan-
¢ar Cmax (Tmax), a area sob curva de concentragao de plasma-tempo
de tempo 0 a infinito [AUCo-inf] e semivida de eliminagcdo evidente
(Tin). Parédmetros medidos adicionados poderiam incluir analise com-
partimental de dados de concentragao -tempo obtidos seguindo admi-
nistracao i.v. e biodisponibilidade. Exemplos de estudos farmacolégi-
cos/toxicolégicos usando-se cynomolgus foram estabelecidos para Ri-
tuxan® e Zevalm® em que anticorpos monoclonais para CD20 s3o
reativos cruzadamente. Estudos de biodistribuicdo, dosimetria (para
anticorpos radiomarcados), e PK podem também ser feitos em mode-
los de roedor. Tais estudos avaliariam tolerancia em todas as doses
administradas, toxicidade a tecidos locais, localizagado a modelos de
animal de xenoenxerto de roedor, deplecao de células alvo. Os anti-
corpos da presente invencdo podem conferir superior farmacocinética
em sistemas de animal ou em humanos. Por exemplo, ligagdo aumen-
tada a FcRn pode aumentar a semivida e exposi¢ao do anticorpo tera-
péutico. Alternativamente, ligacdo diminuida a FcRn pode diminuir a
semivida e exposi¢cao a farmaco contendo Fc em casos onde exposi-
cao reduzida é favoravel tal como quando tal farmaco tem efeitos cola-
terais. E conhecido na técnica que o conjunto de receptores de Fc é
diferencialmente expressos em varios tipos de células imunes, bem

como em diferentes tecidos. Distribuicao de tecido diferencial de re-
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ceptores de Fc pode finalmente ter um impacto nas propriedades far-
macodinamica (PD) e farmacocinética (PK) de anticorpos da presente
invencdo. Uma vez que anticorpos da apresentacao terem afinidades
variaveis para o conjunto de receptores de Fc, outra triagem dos poli-
peptideos para propriedades de PD e/ou de PK podem ser extrema-
mente Uteis para a definicdo do 6timo equilibrio de PD, PK, e eficacia
terapéutica conferida por cada polipeptideo candidato.

[000188] Estudos farmacodinamicos podem incluir, mas n&o sao limi-
tados a, direcionamento de células de tumor especificas ou bloquea-
mento de mecanismos de sinalizagcdo, medicdo de deplecédo de anti-
geno alvo que expressa ceélulas ou sinais, etc.. Tais efeitos farmacodi-
namicos podem ser demonstrados em modelos de animal ou huma-
nos.

[000189] Os anticorpos da presente invencdo podem ser usados pa-
ra as finalidades terapéuticas. Como sera apreciado por aqueles da
técnica, os anticorpos da presente invengdo podem ser usados para
qualquer finalidade terapéutica que usa anticorpos e semelhantes. Em
uma concretizagdo, os anticorpos sdo administrados a um paciente
para tratar desordens incluindo, mas nao limitadas a cancer.

[000190] Um "paciente' para as finalidades da presente invencgao in-
clui tanto seres humanos e outros animais, por exemplo, mamiferos,
por exemplo, seres humanos. Assim os anticorpos da presente inven-
cao tém tanto terapia de ser humano quanto aplicacdes veterinarias. O
termo "tratamento” ou "tratar" na presente invencao destina-se a incluir
tratamento terapéutico, bem como medi¢des supressivas ou profilati-
cas para uma doencga ou um disturbio. Assim, por exemplo, adminis-
tracdo com sucesso de um anticorpo antes do inicio dos resultados da
doencga no tratamento da doenga. Como um outro exemplo, adminis-
tracdo com sucesso de um anticorpo otimizado depois da manifesta-

cao clinica da doenca para combater os sintomas da doenca compre-
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ende tratamento da doenca. "Tratamento" e "tratar" também inclui ad-
ministracdo de um anticorpo otimizado depois da aparéncia da doencga
a fim de erradicar a doenga. Administragédo com sucesso de um agente
depois do inicio e depois dos sintomas clinicos se desenvolverem,
com possivel abatimento de sintomas clinicas e talvez melhoramento
da doenca, compreende tratamento da doenca. Aqueles "que necessi-
tam de tratamento” incluem mamiferos ja tendo a doenga ou o distur-
bio, bem como aqueles propensos a doenga ou disturbio, incluindo
aqueles em que a doencga ou disturbio deve ser evitada.

[000191] Em uma concretizagdo, um anticorpo da presente invencao
€ administrado a um paciente tendo uma doencga que envolve expres-
sao inapropriada de uma proteina ou outra molécula, tal como FLT3.
Dentro do escopo da presente invengéo isso destina-se a incluir doen-
cas e desordens caracterizadas por proteinas andmalas, devido, por
exemplo, a alteracdes na quantidade de uma proteina presente, locali-
zacao de proteina, modificacdo pds-traducionais, estado conformacio-
nal, a presenga de uma proteina mutante, etc.. Uma ultra-abundancia
pode ser devido a qualquer causa, incluindo, mas nao limitada a ultra-
expressao no nivel molecular, aparéncia prolongada ou acumulada no
sitio de acéao, ou atividade aumentada de uma proteina em relacéo a
normal. Incluido dentro dessa definicdo sdo doencas e desordens ca-
racterizadas por uma redugao de uma proteina. Essa reducido pode
ser devido a qualquer causa, incluindo, mas nao limitada a expressao
reduzida no nivel molecular, aparéncia reduzida ou diminuida no sitio
de acédo, formas mutantes de uma proteina, ou atividade diminuida de
uma proteina em relagdo a normal. Tal ultra-abundancia ou reducéao
de uma proteina pode ser medida em relacdo a expressao normal,
aparéncia ou atividade de uma proteina, e a medicdo pode desempe-
nhar um papel importante na testagem do desenvolvimento e/ou clini-

ca dos anticorpos da presente invengao.
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[000192] Por "cancer" e "canceroso" aqui referem-se a ou descrevem
a condicao fisiolégica em mamiferos que é tipicamente caracterizada
por crescimento de célula desregulado. Exemplos de cancer incluem
mas nao sao limitados a carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma (inclu-
indo lipossarcoma), tumores neuroenddcrinos, mesotelioma, schwa-
noma, meningioma, adenocarcinoma, melanoma, e leucemia ou ma-
lignidades linfoides.

[000193] Exemplos mais particulares de tais canceres incluem ma-
lignidades hematolodgicas, tais como linfomas de ndo Hodgkin (NHL), B
leucemia linfoblastica aguda de célula B/linfoma (B-ALL), e leucemia
linfoblastica aguda de célula T/linfoma (T- ALL), timoma, histocitose de
célula de Langerhans, mieloma multiplo (MM), neoplasias mieloide tais
como leucemias mielégenas agudas (AML), incluindo AML com matu-
racao, AML sem diferenciagao, leucemia promielocitica aguda, leuce-
mia mielomonocitica aguda, e leucemias monociticas agudas, sindro-
mes mielodisplasias, e desordens mieloproliferativas crénicas (MDS),
incluindo leucemia mielégenas cronicas (CML).

[000194] Se o cancer ou tumor for um linfoma ou leucemia, a doenga
pode estar no estagio de doencga residual minima (MRD). Esse estagio
pode, por exemplo, ser lido depois da quimioterapia convencional com
ou sem transplante de célula tronco. Nesse contexto, "MRD" refere-se
a um estado de doenca onde pequenos numeros de células de linfo-
ma/leucémicas permanecem no paciente durante o tratamento ou de-
pois do tratamento quando o pacientes esta em remissao, incluindo
remissao completa (nenhum sintoma ou sinal da doenca). Essa é a
principal causa de recaida em cancer e leucemia. Nesse estagio, em-
bora o paciente possa estar em remissao completa, a doenca € ainda
detectavel pelo estado das técnicas anteriores tais como reagao de
cadeia de polimerase (PCR) e citometria de fluxo (FACS).

[000195] O alvo dos anticorpos da presente invencdo pode ser poli-
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morfico na populacdo de ser humano. Para um dado paciente ou po-
pulagcdo de pacientes, a eficacia dos anticorpos da presente invengao
podem assim ser afetados pela presenga ou auséncia de polimorfis-
mos especificos nas proteinas. Por exemplo, FcRIIIA é polimorfico na
posicdo 158, que é comumente ou V (alta afinidade) ou F (baixa afini-
dade). Pacientes com o gendtipo homozigoto de V/V sao observados
terem uma melhor resposta clinica a tratamento com o anticorpo de
anti-CD20 Rituxan® (rituximab), provavelmente porque esses pacien-
tes montam uma resposta N mais forte (Dall'Ozzo e outros (2004)
Cancer Res. 64-4664-9). Polimorfismos adicionais incluem mas né&o
sao limitados a FcRIIA R131 ou H131, e tais polimorfimos sdo conhe-
cidos ou como aumentando ou diminuindo ligagao de Fc e atividade
biolégica subsequente, dependendo do polimorfismo. Anticorpos da
presente invencdo podem ser ligar a uma forma polimérfica particular
de um receptor, por exemplo, FcyRIIIA 158 V, ou para se ligar com afi-
nidade equivalente para todos os polimorfismos a uma posig¢ao particu-
lar no receptor, por exemplo tanto os polimorfismos de 158V quanto
158F de FcRIIIA. Em uma concretizagédo, anticorpos da presente in-
vengao podem ter equivalentes que se ligam a polimorfismos que po-
dem ser usados em um anticorpo para eliminar a eficacia diferencial
vista em pacientes como diferentes polimorfismos. Tal propriedade
pode dar maior consisténcia na resposta terapéutica e reduzem popu-
lagcdes de pacientes que nao respondem. Tal variante Fc com ligacao
idéntica a polimorfismos de receptor pode ter atividade biologica au-
mentada, tal como ADCC, CDC ou semivida circulante, ou atividade
alternativamente diminuida, via modulagédo da ligagdo dos receptores
de Fc relevantes. Em uma concretizag&do, anticorpos da presente in-
vencdo podem ligar com afinidade mais alta ou mais baixa para um
dos polimorfismos de um receptor, ou acentuacao da diferenga exis-

tente na ligagao ou reverso na diferenca. Tal propriedade pode permitir
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criacdo das terapéuticas particularmente talhadas para eficacia com
uma populagao de paciente possuindo tal polimorfismo. Por exemplo,
uma populagcao de paciente possuindo um polimorfismo com uma afi-
nidade mais alta para um receptor inibitério tal como FcRIllb poderia
receber um farmaco contendo um anticorpo com ligacdo reduzida de
tal forma polimarfica do receptor, criando um farmaco mais eficaz.
[000196] Em uma concretizacdo, pacientes séo triados quanto a um
ou mais polimorfismos a fim de prever a eficacia dos anticorpos da
presente invengado. Essa informacgéo pode ser usada, por exemplo, pa-
ra selecionar pacientes para incluir ou excluir das experiéncias clinicas
ou, pos-aprovacgao, para prover orientacdo a médicos e pacientes em
relacdo a dosagens apropriadas e opgdes de tratamento. Em uma
concretizacdo, pacientes sao selecionados para inclusdo em experién-
cias clinicas para um anticorpo da presente invencao se seu genotipo
indicar que elas séo provaveis de responder significativamente melhor
a um anticorpo da presente invengdao quando comparado com uma ou
mais terapéuticas de anticorpo atualmente usadas. Em uma outra con-
cretizacdo, dosagens apropriadas e regimes de tratamento sao deter-
minados usando-se tal informagédo gendtipo. Em uma outra concretiza-
cdo, pacientes sdo selecionados para inclusdo em uma experiéncia
clinica ou para receita de pos-aprovacao de terapia com base no seu
gendtipo de polimorfismo, onde tal terapia contém um anticorpo enge-
nheirado ser especificamente eficaz para tal populacdo, ou alternati-
vamente onde tal terapia contém um anticorpo que nao mostra ativida-
de diferencial as diferentes formas do polimorfismo.

[000197] Incluidos na presente invencdo sao testes de diagnostico
para identificar pacientes que s&o provaveis de mostrar uma resposta
clinica favoravel a um anticorpo da presente invengao, ou que sao
provaveis de exibir uma resposta significativamente melhor quando

tratada com um anticorpo da presente invencdo versus um ou mais
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terapéuticas de anticorpo atualmente usadas. Qualquer um de nume-
rosos métodos para a determinacao de polimorfismos de FCR em se-
res ser humanos conhecidos na técnica podem ser usados.

[000198] Além do mais, a presente invengao compreende testes de
prognodsticos realizados em amostras clinicas tais como amostras de
tecido e sangue. Tais testes podem avaliar quanto a atividade de fun-
cao efetora, incluindo, mas nao limitados a ADCC, CDC, fagocitose, e
opsonizacado, ou para matar, independentemente de mecanismo, de
células cancerosas ou de outra maneira patogénicas. Em uma concre-
tizacdo, ensaios de ADCC, tais como aqueles descritos anteriormente,
sao usados para prever, para um paciente especifico, a eficacia de um
dado anticorpo da presente invencdo. Tal informacido pode ser usada
para identificar pacientes para inclusdo ou exclusdo nas experiéncias
clinicas, ou para informar decisdes no que diz respeito a dosagens
apropriadas e regimes de tratamento. Tal informagdo pode também
ser usado para selecionar um farmaco que contém um anticorpo parti-
cular que mostra atividade superior em tal ensaio.

[000199] Composic¢des farmacéuticas sdo contempladas em que um
anticorpo da presente invengao e um ou mais agentes terapeuticamen-
te ativos sédo formulados. Formulagdes dos anticorpos da presente in-
vengao sao preparadas para armazenagem por misturagao do anticor-
po tendo o grau desejado da pureza com opcionais veiculos, excipien-
tes ou estatilizadores farmaceuticamente aceitaveis (Remington's
Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed., 1980), na forma de
formulagdes liofilizadas ou solugdes aquosas. Veiculos, excipientes ou
estatilizadores aceitaveis s&o nao toxicos a receptores nas dosagens e
concentragdes empregadas e incluem tampdes tais como fosfato, ci-
trato, acetato, e outros acidos organicos; antioxidantes incluindo acido
ascorbico e metionina; preservativos (tais como cloreto de octadecil-

dimetilbenzil amoénio; cloreto de hexametbénio; cloreto de benzalcbénio,
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cloreto de benzetbénio; fenol, alcool butil orbenzilico; alquil parabenos
tal como metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol; cicloexanol; 3-
pentanol; e m-cresol); polipeptideos de baixo peso molecular (menos
do que cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina de soro,
gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tal como polivinil-
pirrolidona; aminoacidos tal como glicina, glutamina, asparagina, histi-
dina, arginina, ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros car-
boidratos incluindo glicose, manose, ou dextrinas; agentes de quela-
cao tal como EDTA; agucares tal como sacarose, manitol, trealose ou
sorbitol; adogantes e outros agentes de flavorizantes; materiais de en-
chimento tais como celulose microcristalina, lactose, milho e outros
amidos; agentes de ligacao; aditivos; agentes de coloragao; contra-
ions de formagédo de sal tal como sodio; complexos de metal (por
exemplo, complexos de proteina de Zn); e/ou tensoativos nao idnicos
tal como TWEEN®, PLURONICS® ou polietileno glicol (PEG). Em
uma concretizagédo, a composigao farmacéutica que compreendo anti-
corpo da presente invengao pode ser em uma forma soluvel em agua,
tal como estando presentes como sais farmaceuticamente aceitaveis,
que destina-se a incluem tanto sais de adicdo de acido quanto de ba-
se. "Sal de adicdo de acido farmaceuticamente aceitavel "refere-se
aqueles sais que retém a eficacia biolégica das bases livres e ndo sao
biologicamente ou de outra maneira indesejaveis, formadas com aci-
dos inorganicos tais como acido cloridrico, acido bromidrico, acido sul-
furico, acido nitrico, acido fosférico e semelhantes, e acidos organicos
tais como acido acético, acido propidnico, acido glicdlico, acido piruvi-
co, acido oxalico, acido maleico, acido malbnico, acido succinico, aci-
do fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzodico, acido cina-
mico, acido mandélico, acido metanossulfénico, acido etanossulfénico,
acido p-toluenossulfénico, acido salicilico e semelhantes. "Sais de adi-

cao de base farmaceuticamente aceitaveis "incluem aqueles derivados
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de bases inorganicas tais como sais de soédio, potassio, litio, amonio,
calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés, aluminio e semelhan-
tes. Particularmente uteis s&o os sais de amoénio, potassio, sodio, cal-
cio, e magnésio. Sais derivados de bases n&o toxicas organicas far-
maceuticamente aceitaveis incluem sais de aminas primaria, secunda-
ria e terciaria, aminas substituidas incluindo aminas substituidas de
ocorréncia natural, aminas ciclicas e resinas de troca de ions basicas,
tais como isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina, tripro-
pilamina, e etanolamina. As formulagdes a serem usadas para admi-
nistracdo in vivo seria estéril. Esse é prontamente realizado por filtra-
cao através de membranas de filtracdo estéril ou outros métodos.

[000200] Os anticorpos revelados aqui podem também ser formula-
dos como imunolipossomas. Um lipossoma € uma pequena vesicula
compreendendo varios tipos de lipidios, fosfolipidios e/ou tensoativo
que é util para o fornecimento de um agente terapéutico a um mamife-
ro. Lipossomas contendo o anticorpo sao preparados por métodos co-
nhecidos na técnica, tal como descrito em Epstein e outros, 1985, Proc
Natl Acad Sci USA, 82:3688; Hwang e outros, 1980, Proc Natl Acad
Sci USA, 77:4030; a patente de U.S. no. 4.485.045; a patente de U.S.
no. 4.544.545; e pedido de PCT WO 97/38731. Lipossomas com tem-
po de circulagdo aumentado sdo revelada na patente de U.S. no.
5.013.556. Os componentes do lipossoma sdo comumente dispostos
em uma formacado de bicamadas, similar a disposicdo de lipidio de
membranas bioldgicas. Particularmente lipossomas uteis podem ser
geradas por método de evaporacao de fase reversa com uma compo-
sicao de lipidio compreendendo fosfatidilcolina, colesterol e fosfatidile-
tanolamina derivatizada por PEG (PEG-PE). Lipossomas sao extruda-
das através de filtros de tamanho de poro definido para fornecer lipos-
somas com o diametro desejado. Um agente quimioterapéutico ou ou-

tro agente terapeuticamente ativo esta opcionalmente dentro do lipos-
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soma (Gabizon e outros, 1989, J National Cancer Inst 81:1484).
[000201] O anticorpo e outros agentes terapeuticamente ativos po-
dem também ser aprisionados em microcapsulas preparadas por me-
todos incluindo, mas n&o limitados a técnicas de coacervagéo, polime-
rizacao interfacial (por exemplo usando-se hidroximetilcelulose ou mi-
crocapsulas de gelatina, ou microcapsulas de poli-(metilmetacrilato),
sistemas de fornecimento de farmaco coloidal (por exemplo, liposso-
mas, microesferas de albumina, microemulsées, nano-particulas e na-
nocapsulas), e macroemulsdes. Tais técnicas sédo revelados em Re-
mington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed., 1980.
Preparagdes de liberagao sustentada podem ser preparadas. Exem-
plos adequados de preparagdes de liberacdo sustentada incluem ma-
trizes semi-permedaveis de polimero hidrofébico sdlido, matrizes que
estdo na forma de artigos modelados, por exemplo, peliculas, ou mi-
crocapsulas. Exemplos de matrizes de liberagdo sustentada incluem
poliésteres, hidrogéis (por exemplo, poli(2- hidroxietil-metacrilato), ou
poli(alcool vinilico)), polilactideos (a patente de U.S. no. 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico e gama etil-L- glutamato, etileno-vinil
acetato ndo degradavel, copolimeros de acido lactico-acido glicolico
degradaveis tal como o Lupron Depot® (que sdo microesferas injeta-
veis constituidas de copolimero de acido lactico-acido glicdlico e ace-
tato de leuprolideo), acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, e ProLease®
(comericalmente disponivel da Alkermes), que é um sistema de forne-
cimento com base em microesfera constituido da molécula bioativa
desejada incorporada em uma matriz de poli-DL-lactideo-coglicolideo
(PLG).

[000202] Administracdo da composicao farmacéutica compreenden-
do um anticorpo da presente invencéao, por exemplo, na forma de solu-
cdo aquosa estéril, pode ser feita em uma variedade de modos, inclu-

indo, mas nao limitados a oralmente, subcutaneamente, intravenosa-
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mente, intranasalmente, intraoticamente, transdermicamente, topica-
mente (por exemplo, géis, pomadas, lo¢des, cremes, etc.), intraperito-
nealmente, intramuscularmente, intrapulmonar, vaginalmente, parente-
ralmente, retalmente, ou intraocularmente. Como € conhecida na téc-
nica, a composicao farmacéutica pode ser formulada correspondente-
mente dependendo do modo de introducéo.

[000203] Como € conhecido na técnica, terapéuticas de proteina séo
frequentemente fornecidas por infusdo ou bolus IV. Os anticorpos da
presente invencado podem também ser fornecidos usando-se tais meé-
todos. Por exemplo, administracdo pode ser por infusdo intravenosa
com 0,9% de cloreto de s6dio como um veiculo de infuséo.

[000204] Além disso, qualquer um de numerosos sistemas de forne-
cimento € conhecido na técnica e podem ser usados para administrar
os anticorpos da presente invengao. Exemplos incluem, mas nao sao
limitados a, encapsulacdo em lipossomas, microparticulas, microesfe-
ras (por exemplo, microesferas de PLA/PGA), e semelhantes. Alterna-
tivamente, um implante de um material gelatinoso, poroso ou nao po-
roso, incluindo membranas ou fibras, podem ser usadas. Sistema de
liberagcdo sustentada podem compreender uma matriz ou material po-
limérico tais como poliésteres, hidrogéis, poli(alcool vinilico), polilacti-
deos, copolimeros de acido L-glutamico e etil-L-glutamato, etileno-vinil
acetato, copolimeros acido lactico — acido glicdlico tais como Lupron
Depot®, e &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. E também possivel admi-
nistrar um acido nucleico que codifica o anticorpo da presente inven-
cao, por exemplo, por infecgao retroviral, injecao direta ou revestimen-
to com lipidios, receptores de superficie de célula ou outros agentes
de tranfeccdo. Em todos os casos, sistemas de liberacdo controlada
podem ser usados para liberar o anticorpo a ou préximo a localizagao
desejada de agao.

[000205] As quantidades e frequéncias de administracao dosada de
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administracdo sdao, em uma concretizacdo, selecionadas serem tera-
peuticamente ou profilaticamente eficaz. Como € conhecida na técni-
ca, ajustes de degradagao de proteina, fornecimento sistémico versus
localizado, e taxa de nova sintese de protease, bem como a idade, pe-
so de corpo, saude geral, sexo, dieta, tempo de administragéo, intera-
cdo de farmaco e da severidade da condi¢cdo pode ser necessaria, e
sera determinavel com a experimentagao rotineira por aqueles versa-
dos na técnica.

[000206] A concentracdo do anticorpo terapeuticamente ativo na
formulacdo pode variar de cerca de 0,1 a 100% em peso. Em uma
concretizagdo, a concentragdo do anticorpo esta na faixa de 0,003 uM
1,0 molar. A fim de tratar um paciente, uma dose terapeuticamente efi-
caz do anticorpo da presente invencdo pode ser administrado. Por
"dose terapeuticamente eficaz" aqui quer se dizer que a dose que pro-
duz os efeitos para os quais ele € administrado. A dose exata depen-
dera da finalidade do tratamento, e sera determinavel por aquele ver-
sado na técnica usando-se técnicas conhecidas. Dosagens podem va-
riar de 0,0001 a 100 mg/kg de peso de corpo ou mais, por exemplo de
0,1, 1, 10, ou 50 mg/kg de peso de corpo, por exemplo, de 1 a 10
mg/kg de peso de corpo.

[000207] Em algumas concretizagdes, apenas uma unica dose do
anticorpo € usado. Em outras concretizacdes, multiplas doses do anti-
corpo sao administradas. O tempo transcorrido entre administracbes
podem ser menos do que 1 hora, cerca de 1 hora, cerca de 1-2 horas,
cerca de 2-3 horas, cerca de 3-4 horas, cerca de 6 horas, cerca de 12
horas, cerca de 24 horas, cerca de 48 horas, cerca de 2-4 dias, cerca
de 4-6 dias, cerca de 1 semana, cerca de 2 semanas, ou mais do que
2 semanas.

[000208] Em outras concretizagdes os anticorpos da presente inven-

¢ao sado administrados em regimes de administragdo dosada me-
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trondbmicos, ou por infusdo continua ou administracao frequente sem
periodos de repouso prolongados. Tal administragdo metronémica po-
de envolver administragcdo dosada em intervalos constantes sem peri-
odos de repouso. Tipicamente tais regimes incluem infus&o continua
ou baixa dose crénica por um periodo de tempo prolongado, por
exemplo, 1-2 dias, 1-2 semanas, 1-2 meses, ou até 6 meses ou mais.
O uso de doses mais baixas podem minimizar os efeitos colaterais e a
necessidade de periodos de repouso.

[000209] Em certas concretizagcdes o anticorpo da presente invencao
€ um ou mais outros agentes profilaticos ou terapéuticos sao ciclica-
mente administrados ao paciente. Terapia de ciclizagado envolve a ad-
ministracdo de um primeiro agente em uma vez, um segundo agente
em uma segunda vez, opcionalmente agentes adicionais em vezes
adicionais, opcionalmente um periodo de repouso, e entdo repeticao
dessa sequéncia de administracdo de um ou mais vezes. O numero de
ciclos é tipicamente de 2 - 10. Terapia de ciclizagdo pode reduzir o de-
senvolvimento de resisténcia a um ou mais agentes, pode minimizar
os efeitos colaterais, ou pode aperfeicoar a eficacia do tratamento.
[000210] Os anticorpos da presente invencdo podem ser administra-
dos concomitantemente com um ou mais outros regimes ou agentes
terapéuticos. Os agentes ou regimes terapéuticos adicionais podem
ser usados para aperfeigcoar a eficacia ou seguranga do anticorpo.
Também, os agentes ou regimes terapéuticos adicionais podem ser
usados para tratar a mesma doenga ou uma comorbidade certamente
do que para alterar a ativagao do anticorpo. Por exemplo, um anticorpo
da presente invencao pode ser administrado ao paciente juntamente
com quimioterapia, terapia de radiagao ou tanto quimioterapia quanto
radiacdo. O anticorpo da presente invencédo pode ser administrado em
combinagdo com um ou mais outros agentes profilaticos ou terapéuti-

cos, incluindo, mas nao limitados a agentes citotdxicos, agente quimio-
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terapéuticos, citocinas, agentes inibitérios de crescimento, agentes an-
ti-hormonais, inibidores de quinase, agentes anti-angiogénicos, cardio-
protetores, agentes imunoestimuladores, agentes imunossupressivos,
agentes que promovem proliferacdo de células hematologicas, inibido-
res de angiogénse, inibidores de tirosina quinase de proteina (PTK),
anticorpos adicionais, FcRIIb ou outros inibidores de receptor de Fc,
ou outros agentes terapéuticos.

[000211] Os termos "em combinacdo com" e "coadministracdo" néo
sao limitados a administracdo dos agentes profilaticos ou terapéuticos
exatamente ao mesmo tempo. Ao invés disso, quer se dizer que o an-
ticorpo da presente invencao e o outros agente ou agentes sao admi-
nistrados em uma sequéncia e dentro de um intervalo de tempo tal que
eles podem agir juntos para prover um beneficio que é aumentado
versus tratamento com apenas ou o anticorpo da presente invengao ou
0 outro agente ou agentes. Em uma concretizagao, que o anticorpo e o
outro agente ou agentes agem aditivamente, por exemplo, eles agem
sinergicamente. Tais moléculas estdo adequadamente presentes em
combinacdo em quantidades que sao eficazes para a finalidade pre-
tendida. O médico clinico versado pode determinar empiricamente, ou
por consideragdo da farmacocinética e modos de agéo dos agentes,
da dose ou doses apropriadas de cada agente terapéutico, bem como
os timings apropriados e métodos de administragéo.

[000212] Em uma concretizagao, os anticorpos da presente invencao
sdo administrados com um ou mais moléculas adicionais compreen-
dendo anticorpos ou Fc. Os anticorpos da presente invengcdo podem
ser coadministrados com um ou mais outros anticorpos que tém efica-
cia no tratamento da mesma doenga ou uma comorbidade adicional,
por exemplo, dois anticorpos podem ser administrados que reconhe-
cem dois antigenos que s&o sobrepostos em um dado tipo de cancer.

[000213] Em uma concretizacao, os anticorpos da presente invencao
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sao administrados com um agente quimioterapéutico. Por "agente
quimioterapéutico” como usado aqui quer se dizer que um composto
quimico util no tratamento de cancer. Exemplos de agentes quimiote-
rapéuticos incluem, mas nao sao limitadas a agentes de alquilagéo tais
como tiotepa e ciclosfosfamida; alquil sulfonatos tais como bussulfano,
improssulfano e pipossulfano, andrégenos tais como calusterona,
dromostanolona propionato, epitiostanol, mepitiostano, testolactona,
anti-adrenais tais como aminoglutetimida, mitotano, triloestano, anti-
androgenos tais como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolideo,
e goserelina; antibidticos tais como aclacinomisinas, actinomicina, au-
tramicina, azasena, bleomicinas, cactinomicina, caliceamicina, carabi-
cina, caminomicina, carzinofilm, cromomicinas, dactinomicina, daunor-
rubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina, epir-
rabicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido
micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina,
puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, etreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-estrégenos incluin-
do, por exemplo, tamoxifeno, raloxifeno, inibicdo de aromatase de
4(5)- imidazdis, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ceoxifeno, LY 117018,
onapristona, e toremifeno (Fareston); anti-metabdlitos tais como meto-
trexato e 5-fluorouracila (5-FU); analogos de acido félico tais como de-
nopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; aziridinas tais como
benzodopa, carboquona, meturedopa, e uredopa; emileniminas e meti-
lamelaminas incluindo altretamina, trietilenomelamina, trietilenofosfo-
ramida, thetilenotiofosfaoramida e trimetilolomelamina; reabastecedor
de acido fdlico tal como acido frolinico; mostardas de nitrogénio tais
como clorambucila, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfa-
mida, mecloretamina, cloridrato de 6xido de mecloreamina, melfalan,
novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostarda de

uracila; nitrosureias tais como carmustina, clorozotocina, fotemustina,
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lomustina, nimustina, ranimustina; analogos de platina tais como cis-
platina e carboplatina; vincélula percursora imaturaina; platinum; prote-
inas tais como desiminase de arginina e asparaginase; analogos de
purina tais como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina;
analogos de pirimidina tais como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuri-
dina, 5-FU; taxanos, por exemplo paclitaxel (TAXOL(R), Bristol-Myers
Squibb Oncology, Princeton, N.J.) e docetaxel (TAXOTERE®), Rhne-
Poulenc Rorer, Antony, Francga); inibidor de topoisomerase RFS 2000;
inibidodr de sintase de timidilato (tal como Tomudex); quimioterapéuti-
cas adicionais incluindo aceglatona; aldofosfamida glicosideo; acido
aminolevulinico; amsacrina; bestrabucila; bisantreno; edatraxato; defo-
famina; demecoilcina; diaziquona; difluorometilornitina (DMFO); elformi-
tina; acetato de eliptinio; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiureia; lenti-
nan; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; pirarubicina; acido podofinilico; 2- etilidrazida;
procarbazina; PSK®); razoxano; sizofurano; espirogerméanio; acido te-
nuazonico; triaziquona; 2, 2°2"-triclorotrietiiamina; uretano; vindesina;
dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaci-
tosina; arabinosideo ("Ara- C"); ciclofosfamida; tiotepa; clorambucila;
gencitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; etoposideo
(VP- 16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbi-
na; navelbina; novantrona; teniposideo; daunomicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; CPT-1; acido retindico; esperamicinas; capecita-
bina. Sais, acidos ou derivados farmaceuticamente aceitaveis de qual-
quer um dos expostos acima podem também ser usados.

[000214] Um agente quimioterapéutico ou outro agente citotoxico
pode ser administrado como um profarmaco. Por "profarmaco" como
usado aqui quer se dizer que uma forma de precursor ou derivado de

uma substancia farmaceuticamente ativa que € menos citotéxica para
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células de tumor em comparagdo com um farmaco de origem é capaz
de ser enzimaticamente ativado ou convertido na forma de origem
mais ativa. Vide, por exemplo, Wilman, 1986, Biochemical Society
Transactions, 615th Meeting Belfast, 14:375- 382; Stella e outros,
"Profarmacos: A Chemical Approach to Alvoed Drug Delivery," Dirigi-
dos Drug Delivery; e Borchardt e outros, (ed.): 247-267, Ser humana
Press, 1985. Os profarmacos que podem encontrar uso com a presen-
te invengao incluem, mas nao sao limitadas a profarmacos contendo
fosfato, profarmacos contendo tiofosfato, profarmacos contendo sulfa-
to, profarmacos contendo peptideo, profarmacos modificados por D-
aminoacido, profarmacos glicosilados, profarmacos contendo beta-
lactama, profarmacos contendo fenoziacetamida opcionalmente substi-
tuida ou profarmacos contendo fenilacetamida opcionalmente substitu-
ida, profarmacos de 5-fluorocitosina e outros profarmacos de 5-
fluorouridina que podem converter no farmaco livre citotoxico mais ati-
vo. Exemplos de farmacos citotéxicos que podem ser derivados em
uma forma de profarmaco para o uso com os anticorpos da presente
invencgao incluem, mas n&o sao limitadas a qualquer um dos agentes
quimioterapéuticos acima mencionados.

[000215] Em uma outra concretizacdo, o anticorpo € administrado
com um ou mais agentes imunomoduladores. Tais agentes podem
aumentar ou diminuir producido de uma ou mais citocinas, apresenta-
¢ao de autoantigeno regulado para cima ou para baixo, mascarar anti-
genos de MHC, ou promover o estado de proliferacéo, diferenciagao,
migragao ou ativacdo de um ou mais tipos de células imunes. Agentes
imunomoduladores incluem, mas ndo sao limitados a farmacos anti-
inflamatodrios ndo esteroidais (NSAIDs) tais como aspirina, ibuprofeno,
celecoxib, diclofenac, etodolac, fenoprofeno, indometacina, cetoralac,
oxaprozina, nabumentona, sulindac, tolmentina, rofecoxib, naproxeno,

cetoprofeno, e nabumetona, esteroides (por exemplo glucocorticoides,
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dexametasona, cortisona, hidroxicortisona, metilprednisolona, predni-
sona, prednisolona, trimcinolona, azulfidinaicosanoides tais como pros-
taglandinas, tromboxanos, e leucotrienos, bem como esteroides topi-
cos tais como anthrahn, calcipotrieno, clobetasol, e tazaroteno), citoci-
nas tais como TGFb, IFNalfa, IFNbeta, IFNgama, IL-2, IL-4, IL-10, cito-
cina, quimiocina, ou receptor antagonistas de receptor incluindo anti-
corpos, receptores soluveis, e fusbes de Fc de receptor contra BAFF,
B7, CCR2, CCR5, CD2, CD3, CD4, CDe6, CD7, CD8, CD11, CD14,
CD15, CD17, CD18, CD20, CD23, CD28, CD40, CD40L, CD44, CD45,
CD402, CD64, CD80, CD86, CD147, CD152, fatores de complemento
(C5, D) CTLAA4, eotaxina, Fas, ICAM, ICOS, IFNa, IFNp.TFNy, IFNAR,
IgE, IL-1, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5R, IL-6, IL-8, IL-9 IL-12, IL- 13, IL-13R1,
IL-15, IL-18R, IL-23, integrinas, LFA-1, LFA-3, MHC, selectinas, TGFp,
TNF, TNFp, TNF-R1, receptor de célula T, incluindo Enbrel® (etaner-
cept), Humira® (adalimumab). e Remicade® (infliximab), globulina de
anti-linfécito heterdloga; outras moléculas imunomoduladoras tais co-
mo pirimidinas 2-amino-6-aril-5-substituidas, anticorpos anti-idiotipicos
para peptideos de ligagcdo de MHC e fragmentos de MHC, azatioprina,
brequinar, bromocriptina, ciclofosfamida, ciclosporina A, D-penicila-
mina, desoxispergualm, FK506, glutaraldeido, ouro, hidroxicloroquina,
leflunomida, malononitriloamidas (por exemplo leflunomida), metotre-
xato, minociclina, mizoribina, micofenolato mofetila, rapamicina, e sul-
fasasazina.

[000216] Em uma concretizacao alternativa, anticorpos da presente
invencao sao administrados com uma citocina. Por "citocina" como
usado aqui quer se dizer que um termo genérico para proteinas libera-
das por uma populagéo de célula que agem em uma outra célula como
mediadores intercelulares. Exemplos de tais citocinas sao linfocinas,
monocinas, € hormoénio de polipeptideo tradicional. Incluidos entre as

citocinas sdo horménio de crescimento tais como hormobnio de cresci-
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mento de ser humano, hormdénio de crescimento de ser humano de N-
metionila, e horménio de crescimento bovino; horménio da paratireoi-
de, tiroxina; insulina; proinsulina, relaxina, prorrelaxina, horménio de
glicoproteina tais como horménio de estimulagdo de antigeno (FSH),
horménio de estimulagao de tireoide (TSH), e hormbnio de lutenizagao
(LH), fator de crescimento hepatico, fator de crescimento de fibroblas-
to; prolactina, lactogénio placental, fator de necrose de tumor- alfa e -
beta; substancia de inibicdo de mulerian, peptideo associado a gona-
dotropina de camundongo, inhibina; activina, fator de crescimento en-
dotelial vascular; integrina; trombopoietina (TPO); fatores de cresci-
mento de nervo tal comoNGF-beta; fator de crescimento de plaqueta,
fatores de crescimento de transformacgao (TGFs) tais como TGF- alfa e
TGF-beta, fator de crescimento de tipo insulina | e Il; eitropoietina
(EPO), fatores osteoinductivos, interferons tais como interferon-alfa, -
beta, -gama, fatores de estimulagdo de col6nia (CSFs) tais como ma-
crofago-CSF (M-CSF), granuldcito- macréfago- CSF (GM-CSF), e gra-
nulécito-CSF (G-CSF), interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-1 alfa, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-15, a fator
de necrose de tumor tais como TNF-alfa ou TNF-beta, e outros fatores
polipeptideo incluindo LIF e ligante de kit (KL). Como usado aqui, o
termo citocina inclui proteinas oriundas das fontes naturais ou oriunda
da cultura de célula recombinante, e equivalentes biologicamente ati-
vOs nas citocinas de sequéncia nativa.

[000217] Em uma concretizagdo, citocinas ou outros agentes que
estimulam células do sistema imune sao co-administrados com o anti-
corpo da presente invengao. Tal modo de tratamento pode aumentar
funcdo efetora desejada. Por exemplo, agentes que estimulam células
N, incluindo mas nao limitados a IL-2 podem ser co-administrados. Em
uma outra concretizagdo, agentes que estimulam macrofagos, incluin-

do mas nao limitados a C5a, peptideos de formila tal como N-formil-
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metionil-leucil-fenilalanina (Beigier-Bompadre e outros (2003) Scand J.
Immunol. 57. 221-8), podem ser co-administrados. Também, agentes
que estimulam neutrdfilos, incluindo mas nao limitados a G-CSF, GM-
CSF, e semelhantes podem ser administrados. Além do mais, agentes
que promovem migragao de citocinas imunoestimuladoras podem ser
usados. Também agentes adicionais incluindo mas nao limitados a in-
terferon gama, IL-3 e IL-7 podem promover uma ou mais fungdes de
efetor.

[000218] Em uma concretizacdo alternativa, citocinas ou outros
agentes que inibem funcdo de célula de efetor sdo coadministrados
com o anticorpo da presente invengao. Tal modo de tratamento pode
limitar fungdo efetora indesejada.

[000219] Os anticorpos da presente invencao podem ser combinados
com outros regimes terapéuticos. Por exemplo, em uma concretizagao,
0 paciente a ser tratado com um anticorpo da presente invengao pode
também receber terapia de radiagdo. Terapia de radiagdo pode ser
administrada de acordo com protocolos comumente empregados na
técnica e conhecidos pelo técnico versado. Tal terapia inclui mas nao é
limitado a radiacao de césio, iridio, iodo ou cobalto. A terapia de radia-
¢ao pode ser irradiagcao de corpo todo, ou pode ser dirigida localmente
a um tecido ou sitio especifico no corpo, tal como o pulméo, bexiga ou
prostata. Tipicamente, terapia de radiagdo € administrada em pulsos
durante um periodo de tempo de cerca de 1 a 2 semanas. A terapia de
radiacdo pode, no entanto, ser administrada durante periodos mais
longos de tempo. Por exemplo, terapia de radiagdo pode ser adminis-
trada a pacientes tendo cancer na cabeca e no pescoco por cerca de 6
a cerca de 7 semanas. Opcionalmente, a terapia de radiacdo pode ser
administrada como uma unica dose ou como doses multiplas, doses
sequenciais. O médico clinico versado pode determinar empiricamente

a(s) dose(s) apropriada(s) de terapia de radiacao uteis aqui. De acordo
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com uma outra concretizacido da invencao, o anticorpo da presente
invencao e um ou mais outras terapias de anticancer sdo empregadas
para tratar células de cancer ex vivo. E contemplado que tal tratamen-
to ex vivo pode ser util no transplante de medula éssea e particular-
mente, transplante de medula 6ssea autdloga. Por exemplo, tratamen-
to de células ou tecido(s) contendo células de cancer com anticorpo e
um ou mais outras terapias de anticancer, tais como descritas acima,
podem ser empregadas para depletar ou substancialmente depletar as
células de cancer antes do transplante em um paciente receptor.
[000220] E naturalmente contemplado que os anticorpos da invengao
podem empregar em combinagdo com ainda outras técnicas terapéuti-
cas tais como cirurgia ou fototerapia.

[000221] A presente invencgao € ulteriormente ilustrada pelos seguin-
tes exemplos. No entanto, seria entendido, que a inven¢édo nao € limi-
tada as concretizagdes exemplificadas.

EXEMPLOS

Materiais e métodos

A. Cepas Bacterianas e Plasmidios
[000222] DH5a de Escherichia coli (Invitrogeno, Karlsruhe, Alema-

nha) foi usada para a ampliagao de plasmidios e clonagem.

B. Linhas de células

[000223] Linha de célula de mieloma de camundongo Sp2/0-Agl4
(ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) usada
para a producdo de derivados de anticorpo especificos de hum-FLT3
recombinante foi cultivada em IMDM (PAN-Biotech, Aidenbach, Ale-
manha) foi suplementada com 10% de soro de bezerro fetal (PAN-
Biotech, Aidenbach, Alemanha), 1% de penicilina e estreptomicina
(Lonza, Basel, Suica). Transfectantes estaveis foram selecionados
com 1 mg/ml de G418 (Invitrogeno, Karlsruhe, Alemanha).

[000224] Linhas de células de hibridoma BV10 e 4G8, que secretam
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anticorpos de IgGl de camundongo/k especificos de FLT3 de anti-ser
humano (obtidos a partir de Dr. H-J. Biihring, UKT Tubingeno, Alema-
nha), foram cultivados em RPMI 1640 (PAN-Biotech, Aidenbach, Ale-
manha) foram suplementados com 10% de soro de bezerro fetal (PAN-
Biotech, Aidenbach, Alemanha), 1% de penicilina e estreptomicina
(Lonza, Basel, Suiga).

[000225] Ceélulas mononucleares de sangue periférico (PBMCs), iso-
ladas por densidade centrifugacdo de gradiente (LSM 1077, Lonza,
Basel, Suica), células de hibridoma e células de NALM16 (espécie
presente de R. Handgretinger, Department of Pediatrics, University of
Tubingen) foram mantidas em RPMI 1640, células de Sp2/0-Agl4 de
camundongo (ATCC, Manassas, USA) em meio de IMDM (Lonza). To-
dos os meios foram suplementados com 10% de soro de bezerro fetal
inativado por calor, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomici-
na, piruvato de sédio a 1 mM, aminoacidos nao essenciais, 2 mM de L-
glutamina e 57 nM de beta-mercaptoetanol.

C. Transfectante com FLT3

[000226] cDNA de comprimento total de ser humano FLT3 (GenBank
#BC 126350) foi obtido a partir de ImaGenes, Berlina, Alemanha. O

cDNA foi clonado no vetor de pcDNA3 usando-se sitos de restricao de

B HI e Xbal adicionados nos sitios e foram transfectados para dentro
de células de Sp2/0-Agl4 por eletroporagao.

D. Anticorpos e Citrometria de Fluxo

[000227] Anticorpos de controle de isétipo, CD33-PE-Cy5 (clone
WM53), CD34-APC (clone 581), CD-45-FITC (clone HI30), CD123-
PE-Cy5 (clone 9F5), CDI Ic-PE (clone B-ly6) e foram adquiridos a partir
de BD Biosciences (Heidelberg, Alemanha), o anticorpo de CD303-
FITC oriundo de Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach, Alemanha). To-

dos os anticorpos foram incubados com células por 30 minutos a 4°C.

Para imunofluorescéncia indireta, fragmentos de F(ab)2 de anticamun-
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dongo de cabra conjugado com PE ou APC, fragmentos de F(ab)2 de
anti ser humano de cabra, foram usados (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, USA). Em varias experiéncias, nés combinamos imuno-
fluorescéncia indireta ou direta para analise multidimensional que adi-
ciona anticorpos marcados em uma etapa final. Células foram analisa-
das em um FACSCanto Il ou a FACSCalibur (Becton Dickinson). Con-
tras para a analise de imunofluorescéncia indireta quantitativa (QIFI-
KIT(R)) foram adquiridas a partir de Dako (Hamburg, Alemanha) e fo-
ram usadas de acordo com o protocolo do fabricante. Para quantifica-
cao de anticorpos humanizados adequados, contas ndo estavam dis-
poniveis. Assim, um indice de fluorescéncia especifica (SFl) era calcu-
lado por divisdo de intensidade de fluorescéncia média obtida com
4G8SDIEM pelo fato de que detectou com a nao ligagéo, anticorpo de
controle modificado por SDIE 9.2.27. Para essas experiéncias de anti-
corpos conjugados por PE gerados com o kit de conjugacao de anti-
corpo de PE rapido de Lynx (AbD Serotec, Dusseldorf, Alemanha) fo-
ram usados. Ligante de FLT3 recombinante (rFLT3L) foi adquirido a
partir de Peprotech EC (London, Great Britain). Para experiéncias de
competicdo varias concentragdes de rFLT3L foram incubadas com cé-
lulas de NALM16 e BV10SDIEM ou 4G8SDIEM (1 ug/ml) por 30 minu-
tos a 4°C e foram analisadas por citometria de fluxo e imunofluores-
céncia indireta.

E. Ensaios de Captacdo de 3[H]-metil-timidina

[000228] 2x10° AML células precursoras imaturas foram semeados
em triplicatas em placas de 96 cavidades e foram incubados com va-
rias concentragdes de anticorpos otimizados. Depois de 24 horas célu-
las foram pulsadas por outras 20 horas com 3[H]-metil-timidina (0,5
uCi/cavidade) e foram coletadas nos filtermats. Radioatividade incor-
porada foi determinada por contagem de cintilagdo liquida em um con-
tador de microplaca 2450 (Perkin EImer, Waltham, USA).
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F. Ensaios de Liberacao de 51[Cr]
[000229] Células de NALM16 e células precursoras imaturas AML

primarios foram usados como alvos. Para separar células precursoras

imaturas e células de efetor das preparacdes de PBMC de pacientes
com leucemia, células foram marcadas com microcontas de CD34 e
CD33 e foram separadas em colunas de LD apds o protocolo dos fa-
bricantes (Miltenyi Biotec). O numero de células O numero de conta-
minantes de células precursoras imaturas na populagao de célula efe-
tora negativamente selecionada foi determinado por analise de FACS
e foi variado entre 1% e 10% dependendo da contaminacéo de célula
percursora imatura inicial. Em algumas experiéncias DCs marcados
foram usados como células alvo. Ensaios de liberacao de cromo foram
realizados como anteriormente descrito (Otz T, Grosse-Hovest L, Ho-
fmann M, Rammensee HG, Jung G. A bispecific singlechain antibody
that mediates célula alvo- restricted, supra- agonistic CD28 stimulation
e mataring of lymphoma células. Leucemia. 2009;23(1):71-77). Resu-
midamente, células alvo marcadas e PBMCs foram incubadas a 37°C
por 4 ou 8 horas em placas de fundo chato de 96 cavidades na pre-
senca de varias concentracbes de anticorpos em uma razao de
PBM:alvo de 50:1. Percentagem de liberagdo de 51[Cr] especifica era
calculada de acordo com a férmula [cpm (teste)-cpm (esponta-
neo)/[cpm (lise de triton)]-cpm (espontanea)]. Se células precursoras
imaturas leucémicas forem usadas como alvos a adicdo de células de
efetor sem liberacdo de 51 [Cr] espontanea reduzida por anticorpo em
algumas experiéncias resultando em valores negativos para a libera-
cao especifica.

G. Deslocamento de antigeno

[000230] Células de NALM16 ou células precursoras imaturas de
AML foram incubadas com varias concentracées de 4G8SDIEM ou
BV10SDIEM no meio de RPMI 1640. Depois de 24 ou 48 horas as cé-
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lulas foram incubadas com tampao de FACS frio com gelo, foram in-
cubadas com uma concentragdo de saturacdo de 4G8SDIEM (2 ug/ml)
por 30 minutos a 4°C, foram manchadas com fragmentos de F(ab)2 de
anti-ser humano de cabra conjugados com PE e foram analisadas por
FACS. Expresséao de superficie relativa de FLT3 era calculada que de-
fine a intensidade de fluorescéncia média de células pré-incubadas em
anticorpo como 100%.

H. Isolamento e Maturacdo de Célula Dendritica (DC)

[000231] DCs foram isoladas de preparacdes de revestimento de
buffy de individuos saudaveis usando-se o kit Il de isolamento de DC
no sangue de acordo com o protocolo do fabricante (Miltenyi Biotec).
Subconjuntos mieloide (mDC) e plasmacitoide (pDC) foram mancha-
dos com uma mistura de anticorpos de CDIlc-PE, CD303-FITC e
CD123-PE-Cy5. Para geracgao in vitro de mDC, 1x108 PBMCs de indi-
viduos saudaveis foram semeados em meio de 10 ml X- Vivol5 (Gibco,
Darmstadt, Alemanha). Depois de 2 horas a 37°C células aderentes
foram cultivadas em meio de RPMI 1640 suplementado com 50 ng/ml
de GM-CSF e IL-4 (20 ng/ml) por 5 dias. No dia 6 LPS (100 ng/ml) foi
adicionado. Células foram cultivadas no dia 7 e foram analisadas por
citometria de fluxo.

|. Ensaios de Unidade de Formacao de Colbnia

[000232] Células de medula 6ssea foram obtidas por lavagem da ca-
beca femoral de pacientes que sofrem cirurgia de quadril. As células
foram purificadas por densidade centrifugacdo de gradiente e foram
semeadas a 107/ml em meio de RPMI 1640 contendo 5 ug/ml de
4G8SDIEM ou 9.2.27SDIE. Depois de 24 horas de incubagao células
foram transfectadas em anticorpo contendo (5 g/ml) meio de metilcelu-
lose (10.000 células/ml, MethoCult H4434 classico, Stemcell Techno-
logies, Grenoble, Franga). O ensaio foi realizado em triplicatas. Depois

de 12 dias colbénias foram contadas e foram classificadas.
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Exemplo 1: Identificacdo de Sequéncias Desconhecidas de Anticorpos
Especificos de FLT3
A. Clonagem do DNA que codifica reqgides V

[000233] A clonagem das regides V foi feita por PCR. A maioria das
técnicas partem de mRNA e fazem uso da similaridade de anticorpo de
regides V (Kabat, E.A., Wu, T.T., Reid-MOller, M., Perry, H.M., Got-
tesman, K.S. Sequences of Proteins of immunological interest, 4a ed.
U.S. Department of Health and Ser humano Services, Public Health
Service, National Institute of Health, Bethesda, MD. 1987) que faz o
projeto dos iniciadores degenerados para ampliagdo de PCR possivel
(Larrick, J.W., Daniellson, L., Brenner, C.A., Wallace, E.F., Abraham-
son, M., Fry, K.E., Borrebaeck, C.A.K. Reacéo de cadeia de polimera-
se usava iniciadores mistos: clonagem de genes de anticorpo mono-
clonal regido variavel de ser humanos oriundos de células de hibrido-
ma simples. Bio/Technology 7: 934- 938, 1989; Orlandi, R., Giissow,
D.H., Jones, P.T., Winter, G. Clonagem de dominios variaveis de imu-
noglobulina para a expressao pela reagao de cadeia de polimerase.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833-3837, 1989). No entanto, a ampli-
agao desorientada de repertorios de V completos exige conjuntos mui-
tos complexos de iniciadores degnerados (Marks J.D., Hoogenboom
H.R., Bonnert T.P., McCafferty J., Griffiths A.D., Winter G. By-passing
immunization. Ser humano anticorpos from V-gene libraries exibicdoed
on phage. J. Mol. Biol. 222: 581-597, 1991). A clonagem de regibdes V
com sequéncias muito atipicas poderia ainda nao ser possivel por es-
sa abordagem. Além do mais, a sequéncia original sera pedida naque-
las partes que séo cobertas pelos iniciadores. Os aminoacidos nessas
regides parecem contribuir para o timing corrente das regides de CDR
(Chothia, C, Lesk, A.M., Tramontano, A., Levitt, M., Smith-Gill, S J., e
outros Conformations of immunoglobulin hyperegion variavels. Nature,

342: 877-883, 1989). Por essa razao, clonagem de regiao V por uso de
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iniciadores degenerados poderiam levar a afinidade de anticorpo redu-
zida. Um método para tirar vantagem esses problemas potenciais &
para clonar ambas as cadeias do anticorpo por reacao de cadeia de
polimerase inversa (iPCR) com iniciadores que emparelham as se-
guéncias de regido constantes do anticorpo. O procedimento de clon-
agem é esquematicamente ilustrado na figura 1.

[000234] RNAs citoplasmatico foram preparados a partir das linhas
de células de hibridoma BV10 e 4G8 (Rappold I., Ziegler B.L., Kdhler
l., Marchetto S., Rosnet 0-, Birnbaum D., Simmons P.J., Zannettino
A.C., Hill B., Neu S., Knapp W., Alitalo R., Alitalo K., Ullrich A., Kanz L.,
Bilhring H.J. Functional e caracterizacao fenotipico de subconjuntos de
medula éssea e sangue de corddo que expressam tirosina quinase de
receptor de FLT3 (CD 135). Blood, 90: 111-125, 1997) usando-se o kit
de RNeasy (Qiageno, Hildeno, Alemanha) aplicagdo de um protocolo
modificado para o isolamento de RNA citoplasmatico apenas

[000235] Usando-se iniciador de oligo (dT)]5, cDNA de fio duplo (ds-
cDNA) foi preparado a partir de 0,3-2 g de mRNA usando-se o sistema
de sintese de cDNA (Roche, Mannheim, Alemanha). Mais especifica-
mente, para permitir formagao de extremidade abrupta sobre os fios de
DNA o ds-cDNA foi incubado com polimerase de T4-DNA. A mistura
de reacgao foi extraida uma vez que com um volume igual de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e foi precipitada com etanol. A
pelota de ds-cDNA dissolvida foi incubada com ligase de T4 DNA (Ro-
che, Mannheim, Alemanha) para circular o cDNA (Uematsu Y. A novel
and rapid clonagem method for the T-cell receptor region variable se-
quences. Immunogenetics, 34:174-178, 1991). A extremidade de 3' po-
li(A) é ligada a extremidade 5" desconhecida do cDNA por circulagao.

B. Ampliacido de PC de reqgides variaveis de cDNA de imunoglobulina

[000236] O uso de dois iniciadores especificos constantes dirigidos

externos (sumarizados na tabela 1) em uma reacédo de iPCR permiti-
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ram a ampliagdo do cDNA inteiro de segmentos de gene de cadeia
pesada e leve redispostos. 1-5 ul de ds- cDNA circulado foram inclui-
dos em uma reagao de PCR padrao de 50 ul (HotStar Tag DNA Poli-
merase, Qiageno, Hildeno, Alemanha) com par de iniciador Ck-for e
Ck-back para a cadeia leve e par de iniciador gamal-for e gammal-
back para a ampliagédo de cadeia pesada. Os iniciadores séo projeta-
dos para anelar a regides constantes dos cDNAs. Quarenta ciclos de
ampliacdo foram realizados nas seguintes condi¢des: 30 seg 94°C, 1
min 56°C, 2 min 30 seg 72°C. O produto de ampliacao resultante con-
tém a regido V completa, regido de 5' UT, extremidade de pA, regido
de 3' UT e é flanqueado pelas sequéncias de regidao constante. O DNA
obtido a partir do PCR inverso foi separado em géis de agarose de
1%. As tiras de DNA de tamanho correspondente (cadeia leve approx.
1000 pb; cadeia pesada cerca de 1600 pb) foram cortadas, foram iso-
ladas por técnicas padrao (Maniatis e outros 1982) e foram clonadas
no vetor de pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, USA). Para inicia-
dores padrao de determinagao de sequéncia para o sistema de vetor e
iniciadores padrao de determinacédo de sequéncia e iniciadores especi-
ficos constantes de regido de imunoglobulina (cadeia leve: k-forl e k-
for2; cadeia pesada: CGl-forl, CGI-for2, CGl-revl, CGl-rev2) foram usa-
dos (vide Tabela 1).

Tabela 1: Iniciadores usados para a ampliagao e sequenciagao de re-

gides de VJ e VDJ de anticorpos especificos de FLT3

Oligonucleotideos usados para PCR inverso

A | gamai-for | 5-CAA GGC TTA CAA CCA CAATCC CTG G-3' (SEQ ID NO:45)

A’ | gamaft-back | 5-CAT ATG TAC AGT CCC AGA AGT ATC ATC TG-3' (SEQ ID
NO:46)

B | Ck-for 5-TGT TCA AGA AGC ACA CGA CTG AGG CAC CTC C-3' (SEQ ID
NO:47)

B’ | Ck-back 5-ACT TCT ACC CCA AAG ACA TCA ATG TCA AG-3' (SEQ ID
NO:48)
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Oligonucleotideos usados para sequenciagao

k-for1 5-CCT GTT GAA GCT CTT GAC AAT GGG-3' (SEQ ID NO:49)
k-for2 5-ATG TCT TGT GAG TGG CCT CAC AGG-3’ (SEQ ID NO:50)
CG1-for1 5-CGT CTA CAG CAA GCT CAA TGT GC-3' (SEQ ID NO:51)
CG1-for2 5-CCA TCT GTC TAT CCA CTG GCC-3' (SEQ ID NO:52)
CG1-revi 5-CCA GGT CAC TGT CAC TGG CTC AG-3' (SEQ ID NO:53)
CG1-rev2 5-CCT CAT GTA ACA CAG AGC AGG-3’ (SEQ ID NO:54)

[000237] Assim, as cadeias leves e cadeias pesadas completas de
anticorpos 4G8 de camundongo (sequéncia de aminoacidos de cadeia
leve indicada na SEQ ID NO: 15 incluindo o dominio variavel (SEQ ID
NO: 13), o dominio variavel incluindo CDR1 (SEQ ID NO: I), CDR2
(SEQ ID NO: 2) e CDR3 (SEQ ID NO: 3); sequéncia de aminoacidos
de cadeia pesada indicada na SEQ ID NO: 16, incluindo o dominio va-
riavel (SEQ ID NO: 14), o dominio variavel incluindo CDR1 (SEQ ID
NO: 4), CDR2 (SEQ ID NO: 5) e CDR3 (SEQ ID NO: 6)) e BV10 (se-
quéncia de aminoacidos de cadeia leve indicada na SEQ ID NO: 31
incluindo o dominio variavel (SEQ ID NO: 29), o dominio variavel inclu-
indo CDR1 (SEQ ID NO: 7), CDR2 (SEQ ID NO: 8) e CDR3 (SEQ ID
NO: 9); sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada indicada na SEQ
ID NO: 32 incluindo o dominio variavel (SEQ ID NO: 30), o dominio
variavel incluindo CDR1 (SEQ ID NO: 10), CDR2 (SEQ ID NO: 11) e
CDR3 (SEQ ID NO: 12)) foram identificadas.

[000238] A cadeia leve de anticorpo de murino 4G8 é codificada pela
sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 19 (sequéncia de
cDNA completa indicada na SEQ ID NO: 20), em que o dominio varia-
vel é codificado pela sequéncia de nucleotideos indicada na SED ID
NO: 17. A cadeia pesada de anticorpo 4G8 é codificada pela sequén-
cia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 21 (sequéncia de cDNA
completa indicada na SEQ ID NO: 22), em que o dominio variavel &
codificado pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO:
18.

[000239] A cadeia leve de anticorpo de murino BV10 é codificada
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pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 35 (sequén-
cia de cDNA completa indicada na SEQ ID NO: 36), em que o dominio
variavel é codificado pela sequéncia de nucleotideos indicada na SED
ID NO:33. A cadeia pesada de anticorpo BV10 € codificada pela se-
guéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 37 (sequéncia de
cDNA completa indicada na SEQ ID NO: 38), em que o dominio varia-
vel é codificado pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID
NO: 34.

Exemplo 2: Construcdo e expressdo de anticorpos quimeéricos especi-

ficos de FLT3 e seus derivados

[000240] Na segunda etapa de construgcdo de anticorpos recombi-
nantes, as regides V clonadas foram combinadas com as regides C
desjadas em um vetor de expressdo. O procedimento de clonagem
realizado aqui permite a introducéo de regides de Ig V completas e sua
expressdo em células linfoides sem quaisquer alteragcdes de sua se-
guéncia de aminoacidos. Por isso, a sequéncia de nucleotideos do
ampHcon obtida no Exemplo 1 foi determinada depois de subclona-
gem por sequenciacao (iniciador na Tabela 1) e foi usada para proje-
¢ao de pares de iniciadores (C C; D D"; Tabela 2). Os fragmentos de
DNA reampliados dos segmentos de V sao cortados com nucleases de
restricdo apropriadas (sumarizadas na Tabela 2) e entéo ligados nos
vetores de expressado. Os vetores (Figura 2 e 3) contém genes de re-
gido constante leve e pesado de ser humano. Assim inser¢cao dos
segmentos de V de recorte e ampliados reconstitui a organizagao ge-
ndémico original dos genes de Ig nos vetores sem alterar qualquer ami-
noacido das regides V.

[000241] O vetor parental para a cadeia leve contém a regido de VJ
da cadeia leve de camundongo e a regidao de C de gene kapa de ser.
Sitios de restricdo foram introduzidos nas localizagbes exigidas (Xhol

and Spel) a fim de substituir o fragmento de Xhol-Spel de cadeia leve
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com o fragmento de VJ da cadeia leve apropriado de anticorpos mono-
clonais BV10 ou 4G8 ou qualquer outro anticorpo monoclonal. A regido
relevante para a troca de fragmentos é mostrada aumentada na Figura
2. O fragmento a ser trocado contém parte do segundo éxona da se-
quéncia lider, um sitio apropriado (Xhol) para uma fusdo de quadro, a
regido VJ e parte do segundo intron com sitio de restricao Spel.

[000242] O vetor original para a cadeia pesada contém a cadeia pe-
sada de Ig de isétipo de y1 de ser humano. Sitios de restricdo foram
introduzidos nas posig¢des exigidas no intron | e Il para troca do frag-
mento de Aatll-Clal com o fragmento de VDJ da cadeia pesada de an-
ticorpos monoclonais BV10 ou 4G8 ou qualquer outro anticorpo mono-
clonal. A regido relevante para a clonagem do fragmento de VDJ é
mostrada aumentada na figura 3a. O fragmento a ser trocado contém
partes do primeiro intron com um sitio de restricdo de Aatll, o segundo
éxon da sequéncia lider, a regido de VDJ e parte do segundo intron
com o sitio de restricao Clal. Para a substituicado de todos os éxons da
regido constante, sitios de restricdo foram introduzidos na posigéo exi-
gida no intron Il (Mlul) e intron VI (Spel). O fragmento de M-Spel a ser
trocado (mostrado aumentado na Figura 3 b) contém a regido constan-
te inteira da cadeia pesada de y2 de ser humano e duas modificacbes
de aminoacido no dominio de CH2 como indicadas (Ser239-Asp;
lle332-Glu)

[000243] Além do mais, com os vetores de expressao usados, € pos-
sivel trocar a regido constante inteira do isé6tipo de Igy1 de ser humano
(fragmento de MIul-Spel; vide Figura 3) ou contra regides constantes
de todos os outros is6tipos de anticorpo ou contra partes de Fc com
funcao efetora otimizada ou reduzida. No caso de anticorpos otimiza-
dos para o disparo de ADCC a S239D e troca de 1332E (posigédo de
aminoacido de acordo com a nomenclatura de Kabat) foram introduzi-

dos no dominio de CH2 de regiao constante de y1 de ser humano. Is-
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so foi feito de acordo com a publicagédo de Lazar e outros (Lazar G.A.,
Dang W, Karki S, Vafa O, Peng J.S., Hyun L, Chan C, Chung H.S., Ei-
vazi A, Yoder S.C., Vielmetter J, Carmichael D.F., Hayes R.J., Dahiyat
B.l. Variantes de Fc de anticorpo engenheirados com fungao efetora
aumentada. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 4005-4010, 2006).

Tabela 2: Oligonucleotideos usados para a ampliagdo de segmentos
de VJ e VDJ obtidos por iPCR para a insercdo em vetores de expres-

sao

Oligonucleotideos usados para o segmento de VJ de cadeia leve

C 4G8-H-for 5’-tct ctt cac agg tgt cct ctc tca ggt cca act gca gca gec tgg
ggc tga gc-3’ (SEQ ID NO:55)

C 4G8-H-rev 5’-gag aag gta gga ctc acc tga gga gac tgt gag agt ggt gcc ttg
gcc cca g-3’ (SEQ ID NO:56)

C BV10-H-for 5’-aga cgt cca ctc tgt ctt tct ctt cac agg tgt cct ctc cca ggt gca
gct gaa gca gtc-3’ (SEQ ID NO:57)

C BV10-H-rev 5’-gag aag gta gga ctc acc tga gga gac ggt gac tga ggt tcc tig

acc ¢-3’ (SEQ ID NO:58)

C universal for (Aatll) 5’-aga cgt cca ctc tgt ctt tct ctt cac agg tgt cct ctc c-3’ (SEQ

ID NO:59)

C universal rev (Clal) 5'-tat cga tit aga atg gga gaa ggt agg act cac-3' (SEQ ID
NO:60)

Oligonucleotideos usados para o segmento de VDJ de cadeia pesada

D 4G8-L-for (Xhol) 5’-act cga gga gat att gtg cta act cag tct cca gcc acc ctg-3’
(SEQ ID NO:61)

D’ 4G8-L-rev (Spel) 5'-tac tag tac tta cgt ttt att tcc agc ttg gtc ccc cct cc-3’ (SEQ
ID NO:62)

D BV10-L-for (Xhol) 5-act cga gga gac att gtg atg aca cag tct cca tcc tcc ¢-3’
(SEQ ID NO:63)

D’ BV10-L-rev (Spel) 5’-act agt act tac gtt tca gct cca gct tgg tcc cag cac cga acg
tg-3’' (SEQ ID NO:64)

D 4G8-L-for (Xhol) 5'-act cga gga gat art gtg eta act cag tct cca gec acc
ctg-3' (SEQ ID NO: 61)

D' 4G8-L-rev (Spel) 5'-tac tag tac tta cgt ttt art tec age ttg gtc ccc cct
cc-3'

(SEQ ID NO: 62)
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D BV10-L-for (Xhol) 5'-act cga gga gac att gtg atg aca cag tct cca tec
tec c- 3' (SEQ ID NO: 63)

D' BV10-L-rev (Spel) 5'-act agt act tac gtt tea get cca get tgg tec cag
cac cga acg tg-3' (SEQ ID NO: 64)

[000244] Sitios de restricdo sdao mostrados em negrito e indicados
pelas letras entre paréntese.

[000245] Assim, anticorpos quiméricos 4G8 e BV10 e as variantes de
Fc otimizados SDIE 4G8 e SDIE BV10 foram obtidos. Esses compre-
endem as seguintes sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos.
[000246] Anticorpo quimérico 4G8: sequéncia de aminoacidos de ca-
deia leve como indicada na SEQ ID NO: 23 e como codificada pela
sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 24, sequéncia de
aminoacidos de cadeia pesada como indicada na SEQ ID NO: 25 e
como codificada pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID
NO: 26.

[000247] SDIE 4G8 (anticorpo otimizado por Fc, quimérico): sequén-
cia de aminoacidos de cadeia leve indicada na SEQ ID NO: 23 e codi-
ficada pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 24,
sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada indicada na SEQ ID NO:
27 e codificada pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID
NO: 28.

[000248] Anticorpo quimérico BV10: sequéncia de aminoacidos de
cadeia leve como indicada na SEQ ID NO: 39 e como codificada pela
sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO: 40, sequéncia de
aminoacidos de cadeia pesada como indicada na SEQ ID NO: 41 e
como codificada pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID
NO: 42.

[000249] SDIE BV10 (anticorpo otimizado por Fc, quimérico): se-
guéncia de aminoacidos de cadeia leve indicada na SEQ ID NO: 3 e

codificada pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ ID NO:
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40, sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada indicada na SEQ ID
NO: 43 e codificada pela sequéncia de nucleotideos indicada na SEQ
ID NO: 44.

Exemplo 3: Expressao e purificacdo de anticorpos de anti-FLT3

[000250] Cotransfeccdo dos vetores de expressao que codificam a
cadeia leve e pesada quimérica (IgGl/capa) ou cadeias pesadas modi-
ficadas na linha de célula de mieloma de produgéo de nado Ig de Sp2/0
forneceu transfectomas estaveis que secretam anticorpos quiméricos
monoclonais que sdo capazes de se ligar especificamente a FLT3 em
células de REH células de ser humano, e transfectantes de FLT3
(Sp2/0).

[000251] Anticorpos quiméricos foram purificados de sobrenadante
de cultura de célula por cromatografia por afinidade na proteina A.

Exemplo 4: Funcao efetora de ADCC de anticorpos de anti-FLT3

[000252] A fungao efetora de ADCC dos anticorpos quiméricos de
anti-FLT3, otimizados por Fc de 4G8-SDIE e BV10-SDIE, em compa-
racdo com os anticorpos quiméricos correspondentes sem otimizacao
de Fc (figura 4A e B) bem como um anticorpo de anti-NG2 quimérico
compreendendo a mesma modificacdo de Fc (figura 4C) foi demons-
trado usando-se ensaios de liberacdo de cromo. Além do mais, a ativi-
dade de matar célula de 4G8-SDIE e PBMCs ndo estimuladas em
comparagdo com o anticorpo de camundongo parental de 4G8 foi
mostrado para células precursoras imaturas de AML isoladas de um
paciente ser humano com leucemia mielégena aguda (Figura 5). As
células alvo usadas foram:

[000253] NALM16: uma linha de célula de leucemia linfoblastica
aguda (ALL), fornecedor: Department of Pediatric Oncology, Univer-
siLy of Tiibingeno, original characterization: Minowada J e outros J
Cancer Res Clin Oncol 101 :91-100 (1981).

[000254] SK-Mel63: linha de célula de melanoma de ser humano,
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fornecedor original: Dr. A. Knuth, Nordwestkrankenhaus Frank-
furt/Maina, Alemanha.

[000255] SG3: células leucémicas, isoladas do sangue periférico de
um paciente com leucemia mielégena aguda (AML) por densidade
centrifugagdo de gradiente; fornecido por Dr. H. Salih, Department of
Medical Oncology, University of Tiibingen.

[000256] As células efetoras usadas eram células de mononucleares
sangue periférico (PBMCs) isoladas do sangue de doadores saudaveis
normais.

[000257] O ensaio de liberacdo de cromo foi realizado como se se-
gue: 108 células alvo foram marcadas com cromato de sédio (*'Cr, 150
uCi/ml) por 1 hr, foram lavadas e foram laminadas em placas de micro-
titulo de 96 cavidades (10.000 células por cavidade). PBMC e anticor-
pos foram entdo adicionados as concentracdes indicadas. Depois de 4
e 20 hrs respectivamente sobrenadante foi coletada e foi contada em
um contador MicroBeta. Citotoxicidade foi determinada de acordo com
a férmula padrao: % de liberagéo de ®'Cr especifica = (liberagao expe-
rimental — liberagao espontanea) : (liberagao total - liberagcado esponta-
nea) x 100. Liberacdo esponténea e liberagcéo total foram determina-
das por incubagao de células alvo no meio com ou sem 2 % de Triton-
X100, respectivamente.

[000258] Os resultados mostrados nas figuras 4 e 5 claramente mos-
tram que a introdugcao das modificagdes de Fc de S239D e I332E no
dominio de CH2 da cadeia pesada de anticorpos quiméricos de anti-
FLT3 4G8 e BV10 poderiam induzir atividade de matar célula significa-
tiva em ambos os anticorpos. Em contraste com esses resultados, a
introdugdo das mesmas modificagbes em um anticorpo de anti-NG2
quimérico nao tinha tal efeito. Correspondentemente, ndao ha no geral
principio que duas modificagées usadas para conferir atividade de ma-

tar célula em qualquer dado anticorpo, mas certamente tém de ser
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cuidadosamente selecionadas para cada anticorpo monoclonal indivi-
dual.

Exemplo 5: Producdo e purificacdo de anticorpos otimizados por Fc e

recombinantes
[000259] O mRNA de anticorpos de murino BV10 e 4G8 (ambas IgGl

capa) foi isolado de hibridomas com o kit de RNeasy (Qiageno, Hilde-

no, Alemanha). Regides variaveis desconhecidas de cadeia pesada
(VDJ) e de cadeia leve (VJ) foram identificadas por sequenciagédo de
amplicons de PCR inversos gerados como anteriormente descritos
(Herrmann T, Grosse-Hovest L, Otz T, Krammer PH, Ramrnensee HG,
Jung G. Construcido de anticorpos biespecificos otimizados para a ati-
vacido seletiva do receptor da morte de CD95. Cancer Res.
2008;68(4):1221-1227), usando-se iniciadores especificos para genes
constantes de camundongo de cadeia leve (Ck- para (SEQ ID NO: 47);
Ck-back (SEQ ID NO: 48)) e cadeia pesada (gamal-for (SEQ ID NO:
45); gamal-back (SEQ IS NO:46). A clonagem das regides variaveis
do hibridoma 9.2.27 (GenBank: #AJ459796; #AJ459797), produgéo de
um anticorpo de 1gG2a/K CSPG4 foi também descrito anteriormente
(Grosse-Hovest L, Hartlapp |, Marwan W, Brem G, Ramrnensee HG,
Jung G. Um anticorpo de cadeia simples biespecifico recombinante
induz estimulacdo de CD28 de supra-agonistico direcionada e morte
de célula de tumor. Eur J Immunol. 2003 ;33(5): 1334-1340). Para a
geracao de anticorpos quimerizados e otimizados, os elementos de VJ
e VDJ, foram re-ampliados usando-se os oligonucleotideos listados na
tabela 2 e foram clonados em vetores de expressao eucariéticos como
mostrados nas figuras 2 e 3. Além das trocas de aminoacidos a S239D
e 1332E, a parte de Gl Fc otimizada contém um etiqueta M C-terminal
(PTHVNVSVVM AEEQKLISEEDLLR; SEQ ID NO: 66, que foi derivado
das sequéncias de aminoacidos PTHVNVSVVMAE (aminoacido #455-
466 do pedaco de extremidade de Igalfal de ser humano) (SEQ ID NO:
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67) e o epitopo de c-myc EQKLISEEDLLR (SEQ ID NO: 68) (Evan Gl,
Lewis GK, Ramsay G, Bishop JM. Isolamento dos anticorpos mono-
clonais especificos para produto de proto-oncogene de c-myc de ser
humano. Mol Cell Biol. 1985;5(12):3610-3616). Anticorpos recombi-
nantes, bem como 4G8 e BV10 de camundongo parental, foram purifi-
cados do sobrenadante de cultura de transfectantes e células de hibri-
doma, respectivamente, usando-se cromatografia por afinidade de pro-
teina A (GE Healthcare, Munich, Alemanha). No caso de 4G8SDIEM,
uma grande carga do anticorpo (15 g) foi produzida em camaras lim-
pas compativeis com GMP usando-se tecnologia descartavel incluindo
um reator de bio-onda de 100 L (Sartorius; Goettingeno, Alemanha)
para a fermentacédo e um sistema de Akta Ready para a purificagdo
por cromatografia de interagdo hidrofébica, troca de ions e de proteina
A (MabSelect Sure and CaptoAdhere columns, GE Healthcare, Mu-
nich, Alemanha).

Exemplo 6: Avidez e especificidade de FLT3 de ligacdo de anticorpo

[000260] Os anticorpos de camundongo parentais de 4G8 e BV10
foram originalmente descritos e foram caracterizados como reconhe-
cimento da proteina de FLT3 (Rappold I, Ziegler BL, Kohler I, e outros.
Caracterizagao funcional ou fenotipica de subconjuntos de medula és-
sea e sangue de cordao que expressam tirosina quinase de receptor
de FLT3 (CD135). Blood. 1997;90(1):111-125). Figura 7A mostra que
ambos os anticorpos modificados por SDIEM especificamente se ligam
a essa proteina nas células de Sp2/0 de camundongo transfectadas.
Na Figura 7B ligacao dos dois anticorpos a FLT3 positivos a células de
NALM1-6 ser humano € avaliada por citometria de fluxo. Anticorpos
ndo bloqueiam cruzadamente entre si (dados n&o mostrados) e assim
reconhecem dois epitopos espacialmente separados da proteina de
FLT3. Ambas os anticorpos de moléculas de FLT3 saturadas nas célu-

las de NALM16 a baixas concentragdes de 1 ug/ml. Ligagcdo do anti-
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corpo de 4G8 quimérico era mais forte do que aquela de BV10. Isso
nao € devido a quimerizacdo ou otimizacdo uma vez que uma diferen-
¢a similar foi observada quando ligagcdo das versdes parentais de ca-
mundongo de 4G8 e BV10 foi comparada (Figura 7C). Nenhuma dife-
renga na ligacao entre as versdes quiméricas modificadas por SDIEM
e quimeéricas dos anticorpos foram detectadas (Figura 7B). O anticorpo
modificado por SDIE, chamado 9.2.27SDIE, dirigido contra um antige-
no de superficie associado a melanoma, ndo ligou a células de
NALM16 e foi usado como um controle negativo nessa e varias expe-
riéncias subsequentes.

Exemplo 7: Competicdo com ligacdo do ligante de FLT3 (FLT3L)

[000261] Em geral, interferéncia com ligagcéo do ligante natural pode
contribuir para a atividade terapéutica de um anticorpo. Figura 8 A
mostra que FLT3L recombinante parcialmente inibe ligacdo de
4G8SDIEM, mas nao de BV10SDIEM a células de NALM16, indicando
que o sitio de ligagado do anticorpo de 4G8 esta na proximidade proxi-
ma aquele do ligante de FLT3. Portanto, o efeito de 4G8SDIEM na
proliferacdo espontanea das células precursoras imaturas leucémicas
dos trés pacientes diferentes foi avaliado in vitro usando-se o anticorpo
de 9.2.27 modificado por SDIE de ndo ligagdo como um controle. En-
qguanto que proliferagcao espontanea das células de AML primarias va-
riadas substancialmente, efeitos significativos dos anticorpos na proli-
feragao de célula ndo foram observados (Figura 8B).

Exemplo 8: Citotoxicidade celular dependente de anticorpo

[000262] Figura 9 mostra que a atividade de ADCC de PBMCs contra

células de NALM16 € marcadamente aumentada na presenga dos an-

ticorpos de SDIEM modificados quando comparados com aquele de
versoes de anticorpo quiméricas nao modificadas. Em varias experién-
cias, as concentracdes exigidas para alcancgar lise comparavel por an-

ticorpos modificados e ndo modificados diferenciados por um fator de
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pelo menos 100. Morte pelo anticorpo de 4G8SDIEM sera significati-
vamente melhor do que aquele alcancado por BV10SDIEM, em parti-
cular a baixas concentragdes. Isso corresponde a avidez de ligagao
moderadamente baixa de BV10 (Figura 7).

[000263] Na figura 10A a atividade de ADCC de 4G8SDIEM é mos-
trada usando-se PBMCs de trés doadores saudaveis diferentes (#1-3).
Nessas experiéncias, o0 mAb 9.2.27 modificado por SDIE foi usado
como um controle negativo. A atividade citolitica na presenca desse
reagente ndo excedeu aquela de células de NK na auséncia de anti-
corpos que variaram entre 0 e 20%. Na Figura 10B a atividade de
ADCC de PBMCs oriunda de um doador saudavel (#2) contra células
precursoras imaturas leucémicas dos trés pacientes diferentes € mos-
trada. Atividade de ADCC medidada contra essas células precursoras
imaturas (AML #1, AML #2, AML #7), que portam 4000, 4500 e 3200
moléculas de FLT3 por célula, respectivamente, era menos pronuncia-
da do que aquela contra células de NALM 16 cultivadas. Exigiu 8 ao
invés de 4 horas para se tornar claramente detectaveis. Em geral, a
ADCC bem como a atividade de NK contra células de NALM 16 e célu-
las precursoras imaturas leucémicas continuam a surgir depois de 8
horas. No entanto, usando-se células precursoras imaturas primarias,
foi dificil para prolongar ulteriormente o tempo de ensaio devido a libe-
racéo de cormo espontaneo crescente.

[000264] A préxima atividade de ADCC de PBMCs isolada do san-
gue de pacientes com AML contra células precursoras imaturas auto-
logas foi avaliada. Para esse fim, células precursoras imaturas leucé-
micas oriundas de preparacbes de BMC foram depletadas e as
PBMCs depletadas foram usadas como células efetoras contra as cé-
lulas precursoras imaturas positivamente selecionadas (vide Materiais
e Métodos). Sob essas condic¢des lise significativa em 2 (AML #1, #15)

de cada 5 experiéncias independentes com células precursoras imatu-
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ras e PBMCs autdlogas dos pacientes respectivos (Figura 10C) foi de-
tectada.

Exemplo 9: Mudanca de antigeno

[000265] Modulacdo de expressao de antigeno alvo na ligacdo de
anticorpo é um fendmeno frequentemente observado durante a terapia
de anticorpo. Em particular, uma perda sustentada e completa foi rela-
tada no tratamento de pacientes com AML com uma dose de satura-
¢do do anticorpo de CD33. Lintuzumab (Feldman EJ, Brandwein J,
Stone R, e outros. Estudo de multiplocentros aleatorizados de Fase Il
de um anticorpo monoclonal de anti-CD33 humanizado, lintuzumab,
em combinagdo com quimioterapia, versus quimioterapia sozinha em
pacientes com leucemia mieloide aguda de primeira recaida ou con-
tumaz. J Clin Oncol. 2005;23(18):4110-4116). Figura 11A mostra a
mudancga de antigeno induzida depois de incubacdo de células de
NALM ou células precursoras imaturas leucémicas primarias de dois
pacientes (AML #1 e #2) com varias concentracdes de 4G8SDIEM por
48 h. Em todas essas células uma mudang¢a moderada de antigeno foi
observada que ja estava completa depois de 24 h de incubacéao (da-
dos ndo mostrados).

Exemplo 10: Ligagdo a células leucémicas e normais

[000266] Figuras 11B e 11C mostram ligacdo de um anticorpo de
4G8 e 4G8SDIEM de camundongo parental, respectivamente, para um
painel de células leucémicas obtido a partir de pacientes que sofrem
dos subtipos indicados de AML. Células de CD33+CD45dim ou
CD34+CD45dim controladas foram analisadas. FLT3 foi detectado em
todas as 15 amostras de paciente. O numero de moléculas por cavi-
dade por imunofluorescéncia indireta e citotometria de fluxo quantitati-
va variava de 500 a 6000, que nas células de NALM16 oriundas de
6000 a 9000 (Figura 11B). Na Figura 11C, 4G8SDIEM-PE ao invés de

4G8 camundongo foi usado para manchamento. Nesse caso, um valor
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de SFI era calculado para quantificar ligagdo de anticorpo. Para célu-
las precursoras imaturas oriundas de 4 de cada 15 doadores esse in-
dice nao foi determinado por causa da alta reatividade n&o especifica
com o anticorpo de controle de 9.2.27SDIE. Como esperado, valores
de SFI das amostras avaliaveis proximamente emparelham os nume-
ros de moléculas determinados por FACS quantitativa (Figura 11C).
[000267] Figuras 12A-C mostram que a ligagcdo de camundongo 4G8
a mDCs positivas a CDIIc e a pDCs positivas a CD303 purificadas de
PBMCs normais era marginal no melhor. Os numeros de moléculas de
FLT3 expressas nessas ceélulas estavam abaixo de 100/célula. Além
disso, DCs oriundas de PBMCs normais foram geradas. Embora essas
células expressem grandes quantidades dos marcadores associados a
DC de CD80, CD86 e CD 123, ligacdo de anticorpos de 4G8 era no-
vamente apenas detectaveis (dados nao mostrados). A seguir ligacao
de células positivas de 4G8 a CD34 na medula 6ssea normal foi avali-
ada. Novamente, ligagdo do anticorpo a células de medula 0ssea de
trés diferentes doadores era marginal com menos do que 300 molécu-
las por célula (Figura 12D). Em resumo, ligagao de anticorpos de FLT3
a células de DCs normais e células de medula dssea foi significativa-
mente mais baixa do que a todas as células leucémicas de expressao
de FLT3 examinadas. Além disso, ligacdo de anticorpos de FLT3 a
PBMCs, trombdcitos, eritrécitos e granuldcitos foi observado (dados
nao mostrados).

Exemplo 11: Toxicidade in vitro

[000268] Apesar de niveis relativamente baixos de ligacdo de
4G8SDIEM a células precursoras de medula 6ssea normais e DCs, a
toxicidade potencial desse anticorpo em relacado a tais células foi ava-
liada. Para esse fim, nds incubamos células de medula 6ssea com
concentracdes de saturacdo de 4G8SDIEM e 9.2.27SDIE e determi-

namos a influéncia desses anticorpos na capacidade das células de
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medula 6ssea de originar colénias (CFUs) em meio semi-sélido Ne-
nhuma influéncia significativa dos anticorpos na capacidade de forma-
cao de CFU foi detectada em duas experiéncias com células de medu-
la 6ssea oriundas de doadores saudaveis diferentes (Figura 13 A). Do
mesmo modo, DCs de ser humano foram incubadas com PBMCs auto-
logas como células efetoras. Enquanto que ADCC eficaz mediada por
4G8SDIEM contra células de NALM16, usadas como controle positivo,
nenhuma morte de DCs autélogas foi observada (figura 13B).

Exemplo 12: Aplicacdo clinica de 4G8-SDIEM

[000269] Um homem de 30 anos de idade diagnosticado em 2008
com AML (FAB MO, 45XY, cariétipo complexo incluindo
inv(3)(921926), -7) foi tratado com 4G8-SDIEM. O paciente ndo con-

seguir remissdo completa (CR) depois de dois regimes diferentes de

terapia de inducdo. Subsequentemente ele recebeu SCT alogénico
(transplante de célula tronco) oriunda de um doador emparelhado com
HLA, recaiu, recebeu SCT haploidéntica oriunda de sua irma e recaiu
novamente. Tratamento com 4G8-SDIEM foi considerado e foi realiza-
do testagem pré-clinica. Analise de FACS das células precursoras
imaturas dos pacientes (CD34+) revelaram expressdao homogénea de
FLT3 a cerca de 4000 moléculas de célula (figura 14A e dados né&o
mostrados). ADCC eficaz induzido por 4G8-SDIEM, in vitro das células
mononucleares de sangue periférico do paciente (PBMC) contra célu-
las de leucemia de NALM16 e — a uma extensido menor, - contra célu-
las precursoras imaturas autdlogas (figura 14B, C). O paciente foi en-
tao tratado com doses escalonadas de 4G8-SDIEM que variam de 10
ug a I0 mg. Varias horas depois da primeira dose de 10 mg, 5x108
PBMCs de doador depletado por CD3/CD19 oriunda de sua irma fo-
ram adotivamente transferidos. Concentracao de soro de 4G8-SDIEM
alcancgou 0,8 ug/ml | h depois da primeira dose de 10 mg e subsequen-

temente diminuiu para 0,3 ug/ml a 24 h (figura 15A). Durante o trata-
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mento (i) uma saturagdo quase completa de células leucémicas na
medula 6ssea (BM) (figura 15B), (ii)) um aumento marcado de células
de NK ativadas no sangue periférico (PB) (figura 16A) e BM (figura
16B) que estava associado a um aumento dos niveis de soro do indice
de TNF de citocina (figura 16C), e (iii) uma redugdo marcada de célu-
las precursoras imaturas leucémicas na PB (figura 16A) foi observada.
Enquanto que o declinio de células precursoras imaturas PB era tran-
sitério, mas quase completo, redu¢cdo no BM era menos pronunciada
(figura 16B). Isso é mais provavel devido as diferentes razdes de célu-
las de NK:leucemia em dois compartimentos: No PB a razido de célu-
las de CD56+ NK e células precursoras imaturas era cerca de 1 en-
quanto que em BM era apenas 1/7, como determinado por FACS (da-
dos ndo mostrados). Efeitos colaterais eram moderados e consistia em
temperatura subfebril (max. 38,2°C) e uma exacerbagao transitéria de
uma erupcao de pele acneiforma transitoria preexistente.

[000270] Apesar da resposta meramente transitoria a tratamento de
anticorpo, o paciente inesperadamente permaneceu em boa condigao
clinica por varios meses com aumento lento de contagens de célula
percursora imatura sob melhor cuidado suportativo e hidroxiureia. Por-
tanto, um segundo SCT haploidéntico oriundo de um doador diferente
foi realizado. Depois da recuperagao, o paciente alcangou uma CR
sem doenga residual minima detectavel (MRD). N6s entdo aplicamos
45,5 mg de 4G8-SDIEM em doses escalanadas. Nesse momento, nem
liberagdo de citocina relevante nem ativagao de célula NK inteira (figu-
ra 16D) foram observadas, e efeitos colaterais estavam totalmente au-
sentes.

[000271] A invencgéo foi descrita amplamente e genericamente aqui.
Cada uma das espécies mais estreitas e agrupamentos subgenéricos
que caem dentro da revelagdo genérica também fazem parte da in-

vencgao. Isso inclui a descricdo genérica da invengdo com a condi¢ao
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ou limitagao negativa de remogao de qualquer matéria objeto da espé-
cie, independentemente se ou ndo o material extirpado é especifica-
mente relatado aqui. Outras concretizagcbes estdo dentro das seguin-
tes reivindicagbes. Além disso, onde caracteristicas ou aspectos da
invencao sao descritos em termos dos grupos de Markush, aqueles
versados na técnica reconhecerdo que a invengao é também desse
modo descrita em termos de qualquer membro individual ou subgrupo
de membros do grupo de Markush.

[000272] Aquele versado na técnica prontamente apreciara que a
presente invengao € bem adaptada para realizar os objetivos e obtera
os fins e vantagens mencionadas, bem como aquelas inerentes aqui.
Além disso, sera evidente por aquele versado na técnica que variagao
de substituicbes e modificacdes podem ser feitas na invencgao revelada
aqui sem se afastar do escopo e espirito da invengdo. As composi-
cbes, métodos, procedimento, tratamentos, moléculas e compostos
especificos descritos aqui sdo presentemente representativos de con-
cretizacbes preferidas sdo exemplares e nao sdo destinados como li-
mitacdes no escopo da invengdo. Mudangas aqui e outros usos ocor-
rerdo por aqueles versados que estdo incluidos dentro do espirito da
invengédo sao definidos pelo escopo das reivindicagdes. A listagem e
discussdao de um documento anteriormente publicado nesse relatorio
nao necessariamente seria tomado como um reconhecimento que o
documento é parte do estado da técnica ou € conhecimento geral co-
mum.

[000273] A invencao illustrativamente descrita aqui pode adequada-
mente ser praticada na auséncia de qualquer elemento ou elementos,
limitagdo ou limitagbes, ndo especificamente revelados aqui. Assim,
por exemplo, os termos "compreendendo”, "incluindo," contendo", etc.
serao lidos extensivamente e sem limitagdo. A palavra "compreender"

ou variacdes tal como "compreende" ou "compreendendo" correspon-
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dentemente sera entendida como implicando a inclusdo de um numero
inteiro ou grupos de numeros inteiros afirmados mas nao a excluséo
de qualquer outro numero inteiro ou grupo de numeros inteiros. Adici-
onalmente, os termos e expressbes empregadas aqui foram usados
como termos de descricdo e nao de limitacdo, e nao de intencdo no
uso de tais termos e expressodes de exclusdo de quaisquer equivalen-
tes das caracteristicas mostradas e descritas ou suas porcdes, mas €
reconhecido que varias modificacbes sdo possiveis dentro do escopo
da invengao reivindicada. Assim, seria entendido que embora a pre-
sente invencido fosse especificamente revelada por concretizacdes
exemplares e caracteristicas opcionais, modificacdo e variagdo das
invencdes expressas aqui reveladas podem ser recorridas por aqueles
versados na técnica, e que tais modificacdes e variagdes sado conside-
radas como estando dentro do escopo dessa invencao.

[000274] O conteudo de todos os documentos e documentos de pa-

tente citado aqui é incorporado por referéncia em sua totalidade.

Peticao 870200005134, de 13/01/2020, pag. 168/174



1/4

REIVINDICAGOES

1. Anticorpo que se liga ao receptor de tirosina quinase hu-
mano FLT3, caracterizado pelo fato de que compreende uma cadeia
pesada e uma cadeia leve, a cadeia leve compreendendo uma CDR1
de VL que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 1; uma CDR2 de V. que compreende ou consiste
na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 2; e uma CDR3
de VL que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 3, e a cadeia pesada compreendendo uma CDR1
de VH que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 4; uma CDR2 de Vx que compreende ou consiste
na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 5; e uma CDR3
de Vu que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 6, e as substituicdes de aminoacidos S239D e
I332E na regido constante relativa a um anticorpo anti-FLT3 parental,
em que a numeragao posicional esta de acordo com o indice de EU.

2. Anticorpo que se liga ao receptor de tirosina quinase hu-
mano FLT3, caracterizado pelo fato de que compreende uma cadeia
pesada e uma cadeia leve, a cadeia leve compreendendo uma CDR1
de VL que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 7; uma CDR2 de V. que compreende ou consiste
na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 8; e uma CDR3
de VL que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 9, e a cadeia pesada compreendendo uma CDR1
de VH que compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 10; uma CDR2 de Vx que compreende ou consis-
te na sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID NO: 11; e uma
CDR3 de VH que compreende ou consiste na sequéncia de aminoaci-
dos indicada na SEQ ID NO: 12, e as substituicbes de aminoacidos

S239D e I332E na regido constante relativa a um anticorpo anti-FLT3
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parental, em que a numeracgao posicional esta de acordo com o indice
de EU.

3. Anticorpo, de acordo com a reivindicacido 1, caracteriza-
do pelo fato de que a cadeia pesada compreende um dominio de VHx
que compreende ou que consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 14 e a cadeia leve compreende um dominio de
VL que compreende ou que consiste na sequéncia de aminoacidos in-
dicada na SEQ ID NO: 13.

4. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 2, caracteriza-
do pelo fato de que a cadeia pesada compreende um dominio de VH
que compreende ou que consiste na sequéncia de aminoacidos indi-
cada na SEQ ID NO: 30 e a cadeia leve compreende um dominio de
VL que compreende ou que consiste na sequéncia de aminoacidos in-
dicada na SEQ ID NO: 29.

5. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo quimérico e compreen-
de uma cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos indicada na
SEQ ID NO: 27 e uma cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos
indicada na SEQ ID NO: 23.

6. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 2, caracteriza-
do pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo quimérico e compreen-
de uma cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos indicada na
SEQ ID NO: 43 e uma cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos
indicada na SEQ ID NO: 39.

7. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o dito anticorpo liga-se com
afinidade aumentada ao receptor de FcyRllla ou tem fungdo efetora
ADCC aumentada quando comparada ao anticorpo de origem.

8. Molécula de acido nucleico, caracterizado pelo fato de

que codifica uma cadeia leve e pesada do anticorpo, como definidas
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em qualquer uma das reivindicagdes 1, 3 ou 5, em que a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de nucleotideos que codi-
fica o dominio variavel da cadeia leve indicada na SEQ ID NO: 17 e
em que a molécula de acido nucleico compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica o dominio variavel da cadeia pesada indica-
da na SEQ ID NO: 18 ou em que a molécula de acido nucleico que co-
difica a cadeia leve do anticorpo tem uma sequéncia de nucleotideos
indicada na SEQ ID NO: 24 e a molécula de acido nucleico que codifi-
ca a cadeia pesada do anticorpo tem uma sequéncia de nucleotideos
indicada na SEQ ID NO: 28.

9. Molécula de acido nucleico, caracterizado pelo fato de
que codifica uma cadeia leve e pesada do anticorpo, como definidas
em qualquer uma das reivindicagdes 2, 4 ou 6, em que a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de nucleotideos que codi-
fica o dominio variavel da cadeia leve indicada na SEQ ID NO: 33 e
em que a molécula de acido nucleico compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica o dominio variavel da cadeia pesada indica-
da na SEQ ID NO: 34 ou em que a molécula de acido nucleico que co-
difica a cadeia leve do anticorpo tem uma sequéncia de nucleotideos
indicada na SEQ ID NO: 40 e a molécula de acido nucleico que codifi-
ca a cadeia pesada do anticorpo tem uma sequéncia de nucleotideos
indicada na SEQ ID NO: 44.

10. Uso de um anticorpo, como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que é para o pre-
paro de uma composicado farmacéutica para o tratamento de um linfo-
ma ou leucemia em mamiferos.

11. Uso, de acordo com a reivindicacdao 10, caracterizado
pelo fato de que o linfoma ou a leucemia esta no estagio de doenca
residual minima (MRD).

12. Uso, de acordo com a reivindicacao 10 ou 11, caracteri-
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zado pelo fato de que o linfoma ou a leucemia é selecionado do grupo
que consiste em: linfomas de ndo Hodgkin (NHL), leucemia linfocitica
crénica (CLL), leucemial/linfoma linfoblastico agudo de célula B (B-ALL),
linfoma de célula de manto (MCL), leucemia de célula pilosa (HCL), leu-
cemia mieloide crénica (CML), leucemia mieloide aguda (AML), € mi-
eloma multiplo (MM).

13. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
10 a 12, caracterizado pelo fato de que o dito anticorpo € administrado
em combinagdo com pelo menos um agente selecionado do grupo que
consiste em um agente citotoxico, um agente quimioterapéutico, uma
citocina, um agente inibitério de crescimento, um agente anti-
hormonal, um inibidor de quinase, um agente antiangiogénico, um car-
dioprotetor, um agente imunoestimulatério, um agente imunossupres-
sivo, um inibidor de angiogénese, um inibidor de tirosina quinase de
proteina e segundo anticorpo.

14. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um anticorpo, como definido em qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 7, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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FIG. 1
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 14
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