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CD3 humanizado, que compreende (a) um dominio variavel de cadeia pesada (VH) como representado
na SEQ ID NO: 8 e um dominio varidvel de cadeia leve (VL) como representado na SEQ ID NO: 3; ou
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estabilidade aumentada, enquanto a afinidade de ligacéo foi retida devido a muta¢des nas posicdes
VH111 e VLA49.
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DOMINIO DE LIGAGAO A CD3
CAMPO DA INVENCAO

[001] A invencao se refere a proteinas de ligacdo ao
antigeno, que compreendem um novo local de ligacao a CD3. Em
particular, a invencdo se refere a proteinas de ligacao ao
antigeno multiespecifico. O novo local de 1ligagao CD3
compreende dominios VH e VL humanizadas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] O antigeno CD3 estd associado com o complexo
receptor de células T nas células T. As proteinas de ligacgao
ao antigeno possuindo especificidade para multiespecificos
CD3 e um antigeno de uma célula alvo pode desencadear a
atividade citotdxica de células T em células alvo.
Nomeadamente, por ligacadao multiespecifica da proteina de
ligagcao a CD3 e a um antigeno de células alvo, por exemplo,
uma célula tumoral, a lise celular da célula alvo pode ser
induzida. As proteinas de ligacdo ao antigeno, com um local
de ligacao de CD3 e a sua produgdo sao conhecidos no estado
da técnica (e descritos, por exemplo, em Kipriyanov et al,
1999, Journal of Molecular Biology 293: 41 - 56, Le Gall et
al, 2004, Protein Engineering, Design & Selection, 17/4: 357
- 366).

[003] Além de anticorpos derivados de quadroma, uma
variedade de formatos de fragmentos de anticorpos
recombinantes multiespecificos foi concebida. Um formato
particular polivalente, e, opcionalmente, fragmentos de
anticorpos multiespecificos sd&o nomeados "diacorpos em
tandem" (TandAb®) , ja que seu design ¢é baseado no
emparelhamento intermolecular de dominios varidveis Vi e Vi de
dois polipeptideos diferentes como descrito para diacorpos

(Holliger et al., 1993. Proc Natl Acad Sci EUA, 90:6444 -
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6448). Os anticorpos descritos sao biespecificos para um
antigeno tumoral e CD3. Em contraste tandem scFv-scFv(scFv)2
bivalente em diacorpos tamdem sao tetravalente, porque eles
tém quatro locais de ligacdo ao antigeno. Os diacorpos em
tandem sao desprovidos de dominios constantes de
imunoglobulina. Foi relatado que os diacorpos em tandem tém
vantagens, tais como uma elevada afinidade, uma avidez mais
elevada, taxas de eliminacdo mais baixas e exibem uma
eficiéncia favoravel in vitro e in vivo, (Kipriyanov et al,
J. Mol Biol (1999) 293, 41 - 56 e Kipriyanov Meth. Mol. Biol.
(2009) 562, 177- 193).

[004] Tais diacorpos biespecificos em tandem podem
fazer uma ponte entre uma célula de tumor (por exemplo,
células B-CLL) e uma CD3* de células T do sistema imune
humano, permitindo, assim, a morte da célula tumoral. A forte
ligacao das células tumorais e a célula T induz a destruicao
da célula tumoral. Embora tais diacorpos em tandem provaram
ser favordvel para aplicacgdes terapéuticas, por exemplo, para
0s conceitos terapéuticos para o tratamento de tumores,
permanece uma necessidade de melhorar as moléculas de ligacgao
ao antigeno.

[005] Para facilitar a avaliacao toxicologia de
fragmentos de anticorpos multiespecificos d recrutamento de
células T em primatas nao humanos (NHP) durante o
desenvolvimento pré-clinico, um CDS de reatividade cruzada de
dominio de ligacdo é desejavel.

[006] O clone SP34 IgG murino (EMBO J. 1985. 4 (2):
337-344; J. Immunol 1986, 1 7 (4): i 097- 100; J. Exp Med 991
1, 174:319 - 326; J. Immunol 1991, 147 (9): 3047-52) liga-se
a €CD3 humano e cinomolgo foi selecionado para humanizacao.

[007] Enquanto humanizacao por enxerto de CDRs de VH
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de murideo para a estrutura VH humana mais homdéloga (VH3 72
humano) resultou em uma molécula funcdo de retentor, enxerto
das CDR de murino VL para a estrutura de VL humano com a
maior homologia (V A 7_7a humano) resultou surpreendentemente
em ambos diacorpos em tandem mal expressados ou diacorpos em
tandem, gue nao conseguiram reconhecer CD3.
SUMARIO DA INVENCAO

[008] Por conseguinte, ¢ matéria da presente
invengcao proporciona dominios de ligacao de CD3 com
emparelhamento VL / VH funcional, boa estabilidade, boa

expressao e outras propriedades biofisicas.

[009] Este problema foi resolvido pela matéria das
reivindicacdes.
[0010] Verificou-se que o emparelhamento funcional VL

/ VH pode ser alcangado por um outro enquadramento VL humano.
Surpreendentemente, a mudanca de uma estrutura de murino VL
da cadeia A para um quadro de VL humano da cadeia (V humano 1
39) resultou em proteinas que mostram superiores de ligacgao
de afinidade, expressability e citotdxica poténcia CD3 na
lise das células alvo de ligacao induzido por diacorpos em
tandem biespecificos. Mas tais moléculas foram mais fracas na
estabilidade e outras propriedades biofisicas. Em uma outra
etapa, verificou-se que os aminocdcidos em posigdes VHI11l e
V3L49 (que contactam directamente um ao outro de acordo com o
modelo) sao cruciais para as propriedades de ligacao e
estabilidade deste sitio de ligagao de CD3, por exemplo, um
anticorpo biespecifico molécula, em especial proteinas de
ligacao ao antigeno multiméricas, tais como, por exemplo,
diacorpos ou diacorpos em tandem. As mutacgdes de o VH 111 a Y
ou H, bem como, além disso, a mutacao de VL49 de G para A

dominios de 1ligacadao surpreendentemente cria com melhores
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propriedades de estabilidade, ao passo que as afinidades e /
ou citotoxicidade de 1ligacao originais sao retidos. Uma
estabilidade melhorada 7 dias a 40 ° C pode ser observado
para estas proteinas, em particular, quando eles sao
expressos como diacorpos em tandem diméricas. Além disso, os
clones demonstram aumento do contetdo de diacorpos em tandem
corretamente dimerizados, bem como uma melhor recuperacao.

[0011] Assim, em um aspecto, a presente invencgao
proporciona uma proteina de ligacgao ao antigeno
compreendendo, pelo menos, um local de ligacao de CD3, em que
o local de ligacao de CD3 compreende:

(a) um dominio wvaridvel de cadeia pesada (VH)
selecionado a partir do VH como descrito na SEQ ID NO: 6, 7,
8 ou 9 e um dominio varidvel de cadeia leve (VL) selecionado
a partir do VL, conforme ilustrado na SEQ ID NO: 1 , 2, 3 ou
4; ou

(b) um dominio varidvel de cadeia pesada (VH), que tem
identidade de sequéncia de pelo menos 95% em comparagao com O
VH como descrito na SEQ ID NO: 8, em que o residuo de
aminodcido na posicgdo 111 é Y ou H, e um de dominio varidvel
de cadeia leve (VL) com identidade de sequéncia de pelo menos
95% em comparacao com o VL, conforme ilustrado na SEQ ID NO:
3, em que o residuo de aminodcido na posicao 49 & G ou A; ou

(c) um dominio wvariavel de cadeia pesada (VH)
incorporando 1 a 5 substituigdes conservadas de aminoacidos
em comparagao com a VH como descrito na SEQ ID NO: 8, em que
o residuo de amincacido na posicdo 111 é Y ou H, e um de
dominio variavel de cadeia leve (VL) incorporando 1 a b5
substitui¢des conservadas de aminodcidos em relagao a VI,
conforme ilustrado na SEQ ID nO: 3, em que o residuo de

aminodcido na posicao 49 é G ou A.
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[0012] Em certas concretizacgdes, a proteina de
ligagao a antigeno compreendendo pelo menos um local de
ligagao de CD3 como definido acima nao é uma proteina de
ligagao Dbiespecifica que se liga especificamente a CD33
humano e CD3 humano, em que o local de 1ligacao de CD3
compreende pelo menos um dominio varidvel de cadeia pesada de
anticorpo e pelo menos um dominio variavel de cadeia leve que
forma um local de ligacao ao atigeno para o CD3 humano e o
dominio varidvel da cadeia leve anti-CD3 selecionado do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 1-3 e o dominio varidvel da
cadeia pesada anti-CD3 selecionado do grupo consistindo das
SEQ ID NOs: 6-8. Em concretizacgdes particulares, a proteina
de ligacao ao antigeno nao é um diacorpo em tandem
biespecifico que se liga a CD33 e CD3, em qgque o dominio
varidvel da cadeia leve anti-CD3 ¢ selecionado do grupo
consistindo das SEQ ID NOs: 1 — 3 e em que o dominio varidvel
da cadeia leve ésada anti-CD3 ¢é selecionado do grupo dgue
consiste nas SEQ ID NOs: 6-8. Tais proteinas de ligacao CD33
e CD3 biespecificas sao reveladas no documento
PCT/US2015/038666. depositado em 30 de junho de 2015 e no
pedido US 14/642 497 depositado a 9 de marco de 2015, que
reivindica a prioridade dos pedidos US 62/019 795, depositado
em 1 de julho de 2014; US 62/111,470, depositado em 3 de
fevereiro de 2015.

[0013] A "proteina de ligacdo a antigeno" refere-se a
um derivado de imunoglobulina com propriedades de ligacao ao
antigeno, isto ¢é, polipeptideos de imunoglobulina ou
fragmentos destas gue contém um local de ligacao ao antigeno.
A proteina de ligacdo compreende os dominios varidveis de um
anticorpo ou seus fragmentos. Cada local de 1ligacao ao

antigeno é formado por um anticorpo, isto é, imunoglobulina,
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um anticorpo de dominio varidvel de cadeia pesada (VH) e um
dominio varidvel de cadeia leve (VL) de ligacgdo para O mesmo
epitopo, ao passo que o dominio varidvel de cadeia pesada
(VH) compreende trés regides determinantes de
complementaridade de cadeia pesada (CDR): CDR1, CDR2 e CDR3;
e o dominio varidvel de cadeia leve (VL) compreende trés
regides determinantes de complementares de cadeia leve (CDR):
CD1l, CDR2 e CDR3. Em alguns casos, a proteina de ligagao, de
acordo com algumas concretizacdes aqui € desprovida de
dominios constantes de imunoglobulina. Em alguns casos, 0S
dominios varidveis da cadeia leve e pesada que formam o local
de ligacgédo do antigeno estd ligado de forma covalente um com
o outro, por exemplo, por um ligante peptidico, ou em outros
casos, os dominios varidveis da cadeia leve e pesada
associado de forma nao covalente um com o outro para formar o
local de 1ligagao ao antigeno. A "proteina de ligacao a
antigeno" refere-se também a anticorpos monoclonais das
classes IgA, IgD, IgE, IgG ou IgM e fragmentos de anticorpos
ou derivados de anticorpos, incluindo, por exemplo, Fab,
Fab', F(ab')2, fragmentos Fv, Fv de cadeia simples, em tandem
de cadeia simples Fv ((ScFv) 2, diacorpo, flexicorpo (WO
03/025018) e diacorpo em tandem (TandAb ») (ipriyanov et al),
1999, J. Mol Biol, 293: 41-56; Cochlovius et ai, 2000, Cancer
Res., 60: 4336 - 4341; Reuscli et ai, 2004, Int J. Céncer, 12
1:509 - 518, dipriyanov, 2009, Methods Mol Biol, 562: 177 -
93; McAleese e Eser, 2012, Futuro Oncol. 8:. 687-95) "TandAb"
é uma marca registrada da Affimed Therapeutics utilizada para
designar um diacorpo em tandem. No contexto da presente
invengao "TandAb" e "diacorpos em tandem" sao usados como
sindnimos.

[0014] Em certas concretizacgdes do local de ligacao

Peticdo 870170008075, de 06/02/2017, pag. 49/83



7/30

de CD3 compreende uma VH, em que a estrutura de VH é derivada
de um quadro 72 VH3 humana e um VL, em que a estrutura de VL
é derivada de VK humana 139. Em uma concretizacgao particular,
o sitio de ligagdao de CD3 compreende uma VH selecionado a
partir do VH como descrito na SEQ ID nO: 8 ou 9 e uma VL
seleccionada de entre o VL, conforme ilustrado na SEQ ID nO:
3 ou 4. em certos casos, o local de ligagao de CD3 compreende
(1) uma VH como representadas nas SEQ ID nO: 8 e uma VL como
descrita na SEQ ID nO: 3, ou (ii) uma VH como descrito na SEQ
ID nO: 9 e uma VL como descrito na SEQ ID nO: 4. Em
concretizagdes alternativas, os dominios de cadeia pesada e
leve incorporar homdélogos ou variantes das sequéncias aqui
descritas e de ligacao especificamente a CD3. Por
conseguinte, em algumas concretizagdes, uma sequéncia de VL
ou VH de CD3 é similar, mas nao idéntico, a sequéncia de
aminodcidos representada na SEQ ID NO: 3 ou 8, em que (i) o
residuo de aminodcido na posicdo VI IIl1ll é F, Y ou H, ou (ii)
o residuo de aminodcido na posicdo LL VHL é F, Y ou H e o
residuo de aminocdcido na posicgdo VL49 é G ou A. Em certas
concretizagdes, uma sequéncia variante de VH ou VL tem uma
sequéncia de Identidade de 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%,
92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%,
ou 80% em comparacao com a sequéncia tal como representada na
SEQ ID nO: 3 ou 8 e que se liga especificamente a CD3, em que
(i) o residuo de aminodcido na posicgdo VH1 11 é F, Y ou H ou
(ii) o residuo de aminodcido na posigdo VH1 11 é F, Y ou H e
o residuo de aminodcido na posicdo VL49 é G ou A.

[0015] Em outras concretizacdes, a variante VH e / ou
VL incorpora 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 substituicdes
conservadas de aminodcidos. As substituigdes conservadoras

incluem, entre os aminodcidos alifdticos intercémbio de
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alanina, valina, leucina e isoleucina; intercémbio do
hidroxi) residuos de serina e treonina, troca dos residuos
acidicos aspartato e glutamato, substituicdo entre a amida de
residuos de asparagina e glutamina, a troca de residuos
bdsicos de 1lisina e arginina, e substituigdes entre os
residuos de fenilalanina e tirosina aromatico. Em certos
casos, uma variante de VH e / ou variante de VL incorpora
tais 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou substituicgdes de aminodcidos
conservadas sob a condigdo de que (i) o residuo de aminodcido
na posigcao VH1 1 1 é M, Y ou H, ou (ii) o residuo de
aminodcido na posigcdo VH1 1 1 é F, Y ou H e o residuo de
aminodcido na posicdo VL49 é G ou A. Em certos casos, tais
substituig¢des nao estdao dentro das CDRs.

[0016] Em ainda outras concretizacgdes, uma variante
VH ou VL incorpora substituic¢des que melhoram as propriedades
do CDR, tais como aumento da estabilidade, expressao, de
recuperacdo, a afinidade de ligacdo de CD3 e / ou poténcia
citotdxica.

[0017] Além disso, em certas concretizacgdes, a
proteina de ligacdo a antigeno é multivalente, isto &, tem
duas, trés ou mais locais de ligacao para CD3.

[0018] Em certas concretizacdes, a proteina de
ligagao ao antigeno, de acordo com a invencdo ¢é
multifuncional. O termo multifuncional, tal como aqui
utilizado, significa gue uma proteina de ligacdo da invencao
exibe duas, trés ou mais diferentes fung¢gdes bioldgicas, em
que uma funcdo é a ligacao de CD3. Por exemplo, as diferentes
funcdes Dbioldgicas sao diferentes especificidades para
diferentes antigenos. Em certos casos, a proteina
multifuncional de ligacdo ao antigeno é multiespecifico, ou

seja, tem especificidade de ligacao para CD3 e um, dois ou
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mais antigenos adicionais. Tais proteinas de 1ligacdao a
antigeno multiespecifico incluem, por exemplo,
multiespecifico F(ab')2, fragmentos Fv, Fv de cadeia simples,
em tandem de cadeia simples Fv ((scFv) 2), diacorpo,
flexibody (WO 03/025018) e diacorpo em tandem.

[0019] Em certas concretizacdes, a proteina de
ligacdo ao antigeno compreende pelo menos um local de ligacao
de CD3 e adicionalmente pelo menos um local de ligagao ao
antigeno especifico para uma substéncia bacteriana, proteina
virai, marcador auto-imune ou a um antigeno presente em uma
célula particular, tal como uma proteina da superficie
celular de uma célula B, célula T, células assassinas
naturais (NK), células mieldides, células fagociticas ou
célula de tumor. Tais moléculas de ligagcao ao antigeno sao
capazes de ligacao cruzada duas células e pode ser utilizada
para dirigir as células T a um alvo especifico.

[0020] Exemplos de tais objetivos podem ser células
tumorais ou agentes infecciosos, tais como agentes
patogénicos virais ou bacterianas, por exemplo, virus da
dengue, herpes simplex, virus da gripe, VIH ou células
portadoras de alvos autoimunes, tais como IL-2, um marcador
autoimune ou a um antigeno autoimune.

[0021] Em certas concretizacgdes o pelo menos um outro
local de ligacdo ao antigeno é especifico para um antigeno de
uma célula tumoral. Os antigenos para as células tumorais
podem ser antigenos de tumores e antigenos da superficie
celular sobre a respectiva célula de tumor, por exemplo,
marcadores tumorais especificas. Tal Proteina de ligacdo ao
antigeno multiespecifica se liga a ambas a células de tumor e
o CD3 nas <células T, despoletando, assim, a resposta

citotdxica induzida pela célula T. O termo "antigeno tumoral"

Peticao 870170008075, de 06/02/2017, pag. 52/83



10/30

tal como aqui utilizado compreende o antigeno associado a
tumor (TAA) e antigeno especifico de tumores (TSA). Um
"antigeno associado a tumor" (TAA), tal como aqui utilizado
refere-se a uma proteina gque estd presente em células
tumorais, e em células normais durante a vida fetal
(antigenos uma vez fetal), e apds o nascimento, em &érgaos
selecionados, mas a concentracao muito mais baixa do que
sobre as células tumorais. Um TAA pode também estar presente
no estroma na vizinhanca da célula tumoral, mas expresso em
menores quantidades no estroma em outras partes do corpo. Em
contraste, o termo "antigeno especifico de tumor"™ (TSA)
refere-se a uma proteina expressa por células tumorais. O
termo "antigeno de superficie celular" refere-se a qualquer
antigeno ou um seu fragmento capaz de ser reconhecida por um
anticorpo na superficie de uma célula.

[0022] Exemplos de antigenos de células de tumor
incluem, mas nao estao limitados a CD 19, CD20, CD30, a
proteina precursora do receptor de laminina, EGFR1l, EGFRZ2,
EGFR3, EGFRvIII, EP-C ' AM, FLAP, Thomsen-Friedenreich (TF)
antigeno, MUC -1 (mucina), IGFR, CDS, IL4 R-alfa, IL13-R, Fc
¢ RI e IgE, tal como descrito no estado da técnica.

[0023] Em outras concretizacdes, a proteina de
ligacgao ao antigeno pode compreender, pelo menos, um local de
ligagao de CD3 e adicionalmente pelo menos um local de
ligagdao ao antigeno especifico para uma molécula selecionada
a partir do grupo gque consiste em um farmaco, toxina,
radionucleotideo, enzima, albumina, por exemplo, albumina de
soro e lipoproteinas, que ocorre naturalmente ligandos, tais
como citogquinas ou quimioguinas. Se a molécula alvo € a
albumina, a albumina ou albumina de soro pode ser selecionado

a partir do grupo consistindo de origens de origem humana,
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bovina, de coelho, rato e canino.

[0024] Em certas concretizacdes, a proteina de
ligagdao é multiespecifica com uma primeira especificidade de
CD3 e uma segunda especificidade para CD19, CD30, EGFRvIII ou
HSA. Em uma concretizacao particular, a proteina de ligacao
com uma primeira especificidade para CDS multiespecifico nao
tem uma segunda especificidade para CD33.

[0025] Em outro aspecto, um antigeno de proteinas de
ligagcao de acordo com a invencao é um multimero, ou seja,
composta por duas, trés ou mais polipeptideos que formam
local de ligacao ao antigeno, pelo menos, um de CDS. Tal como
aqui utilizado, "multimero" refere—-se a um complexo de dois
ou mais polipeptideos. Em certas concretizacdes, 0s
polipeptideos de um multimero estao associados de forma nao
covalente um com o outro, em particular, com a condigcao de
que ndo hé& nenhuma ligacgdo covalente entre os polipeptideos.
Em certas concretizagdes, o multimero é homomérico, ou seja,
compreende polipeptideos idénticos. O termo "polipeptideo"
refere-se a um polimero de residuos de aminodcido ligados por
ligagdes amida. O polipeptideo é, em certas concretizacdes,
uma proteina de fusdo de cadeia Unica, gue nao é ramificado.
No polipeptideo os dominios varidveis de anticorpo séo
ligados um apdés o outro. O polipeptideo, em outras
concretizacgdes, podem ter residuos de aminodcido contiguos,
além do dominio varidvel N-terminal e / ou C-terminal de
residuos. Por exemplo, tais residuos de aminodcidos contiguos
pode compreender uma sequéncia de marcador, em algumas
concretizagdes no terminal C, que estd contemplado para ser
util para a purificacdo e deteccao do polipeptideo. Em certas
concretizacdes o multimero € dimérico, isto é, & composto por

dois polipeptideos. Exemplos de um multimero englobados pela
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presente invencao sao diacorpo, diacorpo tandem e flexicorpo.

[0026] Em certas concretizacdes o multimero é uma
proteina de ligagao, no formato de um diacorpo em tandem
antigeno. Tais diacorpos em tandem sao constituidas ligando
quatro dominios de ligagdo variaveis de anticorpos, por
exemplo, duas VH e VL de duas, em uma construcdao de um unico
gene que permite uma dimerizacao nao covalente. Em tais
diacorpos em tandem o comprimento do ligante é tal que impede
o emparelhamento intramolecular dos dominios varidveis de
modo a que a molécula ndo se pode dobrar para trds sobre si
mesma para formar um diacorpo de cadeia simples, mas ao invés
¢ forcado a emparelhar com os dominios complementares de
outra cadeia. Os dominios sao também dispostos de tal modo
que o VH e VL correspondentes dominios par durante este
dimerizacao. Apds a expressao da construgao de gene, duas
cadeias polipeptidicas dobrar cabeca-de-cauda formando um
dimcr nao covalente funcional de aproximadamente 105 kDa
(Kipriyanov Meth. Mol. Biol. (2009) 562, 177 - 193, McAleese
e Eser, 2012, Futuro Oncol. 8: 687 - 95). Apesar da auséncia
de ligagdes covalentes intcrmoleeular, o dimcr € altamente
estdvel uma vez formado, permanece intacta e ndo reverter
para a forma monomérica.

[0027] Os diacorpos em Tandem tém um numero de
propriedades que proporcionam vantagens sobre os anticorpos
monoclonais tradicionais e outras moléculas Fv menores.
diacorpos em Tandem contem apenas dominios varidveis de
anticorpo e, portanto, nao possuem qualquer um dos efeitos
secundarios que podem estar associados com a unidade Fc.
Porque diacorpos em tandem sao multivalentes e permitem a
ligagao de CD3 bivalente, a avidez é a mesma que a de uma

IgG. O tamanho de um diacorpo em tandem, em certas
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concretizacdes em, aproximadamente, 105 kDa, €& menor do que a
de uma IgG, o que pode permitir a penetracao do tumor
melhorada. No entanto, este tamanho é bem acima do limiar
renal para a depuracao de primeira passagem, oferecendo uma
vantagem farmacocinética em comparacao com formatos de
anticorpo pegquenos com base em sitios de ligacao de
anticorpos ou andaimes nao anticorpos. Os diacorpos em tandem
sao bem expressos em células hospedeiras, por exemplo,
células CHO de mamifero. E contemplado que robusto processo
de fabrico a montante e a jusante estd disponivel para
diacorpos em tandem (por exemplo, Kipriyanov, Mcth. Mol.
Biol. (2009) 562, 177-193).

[0028] Em certos casos, a proteina de ligacao, por
exemplo, antigeno multiespecifico, diacorpo em tandem, aqgui
descrito foram concebidos para permitir que direcionamento
especifico das células tumorais através do recrutamento de
células T citotdxicas. Isto melhora ADCC (citotoxicidade
mediada por células dependente) em comparagao com anticorpos
convencionais. Os anticorpos nao sao capazes de recrutar
directamente células T citotdxicas.

[0029] Em contraste, acoplando moléculas CD3
especificamente expressa nestas células, a proteina de
ligacao a antigeno multiespecifico, por exemplo, o diacorpo
em tandem pode reticular uma célula T citotdéxica com células
tumorais de uma forma altamente especifica, aumentando assim
significativamente o potencial citotdéxico de tais moléculas.

[0030] Em um aspecto, o multimero é um diacorpo
biespecifico em tandem, em que cada polipeptideo do diacorpo
biespecifico conjunto compreende quatro dominios wvaridveis,
um VL e VH de um dos CD3 possuindo uma segunda especificidade

diferente de CD3. Em certas concretizacgdes, quatro dominios
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varidveis sao ligados por ligantes peptidicos LI, L2 e L3 e
em alguns casos, dispostos a partir do N- para o C-terminal
como se segue:

[0031] (i) VL (CD3)-L1-VH (segundo local de ligacao
ao antigeno) -L2-VL (local de ligacao do segundo antigeno) -
L3-VH (CD3); ou

[0032] (1i) VH (CD3) -11-VL (segundo local de ligacao
ao antigeno) -L2-VH (segundo local de ligacao ao antigeno)
L3-VL (CD3); ou

[0033] (1ii) VL (segundo local de ligagao ao
antigeno) -11-VH (CD3) -L2-VL (CD3) L3-Vi {(local de ligaig¥%o
ao segundo antigeno); ou

[0034] (Iv) VH (sccond de ligagao ao antigeno se
sente ) - L 1 - VL (CD3) - L2- Vv 11 (C 1) 3) - L3 -V
(segundo local de ligacgao ao antigeno).

[0035] Em certas concretizacdes, o "outro local de
ligagcao ao antigeno" é especifico para um antigeno tumoral,
por exemplo, CD19, CD30 ou EGFRvIIL. Em uma concretizacgao
particular, o antigeno tumoral nao é CD33.

[0036] O comprimento dos elementos de ligacao
influencia a flexibilidade do diacorpo em tandem. Por
conseguinte, em algumas concretizacdes, o comprimento dos
ligantes peptidicos LI, L2 e L3 é tal que os dominios de um
polipeptideo pode associar interrnolecularly com os dominios
de outro polipeptideo para formar o dimérica diacorpo em
tandem de ligacao ao antigeno. Em certas concretizagdes, tais
ligantes sao "curtos", ou seja, constituido por 0, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12 residuos de aminodcidos.
Assim, em certos casos, os ligantes consistem nos residuos de
cerca de 12 ou menos aminodcidos. No caso de 0 residuos de

aminodcidos do ligador ¢ wuma ligacdo peptidica. Esses
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ligantes curtos favorecem a dimerizagao interna dos dois
polipeptideos de ligacdo e formacdo de locais de ligacao ao
antigeno correctas entre os dominios varidveis de cadeia leve
de anticorpo e os dominios varidveis de anticorpo de cadeia
pesada de diferentes polipeptideos. O encurtamento do ligante
para os residuos de cerca de 12 ou menos aminodcidos,
geralmente impede dominios adjacentes da mesma cadeia
polipeptidica da interaccao intramolecular entre si. Em
algumas concretizacgdes, estes ligantes consistem de cerca de
3 a cerca de 12, em particular cerca de 3 a cerca de 10, por
exemplo 4, 5, 6, 7, 8 ou 9 residuos de aminodcidos contiguos.

[0037] Em relacdo a composicdo de aminodcidos dos
ligantes, os peptideos sao selecionados que nao interferem
com a dimerizacao dos dois polipeptideos. Por exemplo,
ligantes que compreendem os residuos de glicina e serina
geralmente proporcionam resisténcia a proteases. A sequéncia
de aminodcidos dos ligantes pode ser optimizado, por exemplo,
por métodos de apresentacdo em fagos para melhorar a ligacgao
ao antigeno e um rendimento de producdo do dimero de
polipeptideo de 1ligacao a antigeno. Exemplos de ligantes
peptidicos adequados para um diacorpo em tandem, acordo com a
invencao sao GGSGGS (SEQ ID NO: 16), GGSG (SEQ ID NO: 17), ou
(SEQ Id NO: 8) GGSGG.

[0038] A proteina de ligacdo a antigeno multimérica
aqui descrito é produzida, em algumas concretizacdes, por
expressar polinucledtidos que codificam o polipeptideo do
diacorpo em tandem gque se associa com outro polipeptideo
idéntico para formar o diacorpo em tandem de ligacao ao
antigeno. Portanto, outro aspecto € um polinucledtido, por
exemplo, DNA ou RNA, que codifica o polipeptideo de uma

proteina de ligagdo ao antigeno multimérico aqui descrito,
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por exemplo, um diacorpo em tandem.

[0039] O polinucleotideo ¢ construido por métodos
conhecidos, tais como através da combinacdo de genes que
codificam para os dominios wvaridveis de anticorpo, quer
separadas por ligantes peptidicos, ou em outras
concretizacodes, diretamente ligados por uma ligacao
peptidica, em uma Unica construcdao genética operativamente
ligada a um promotor adequado e, opcionalmente, um terminador
de transcricao adequado e expressando—a em bactérias ou outro
sistema de expressao apropriado tal como, por exemplo,
células CHO. Dependendo do sistema de vetor e hospedeiro
utilizado, gqualquer numero de elementos de transcrigcao e
traducao adequados, incluindo promotores constitutivos e
indutiveis, pode ser utilizado. O promotor é selecionado de
tal modo que dirige a expressao do polinucledétido na
respectiva célula hospedeira.

[0040] Em algumas concretizagdes, o polinucledtido é
inserido em um vector, preferivelmente um vector de
expressao, O dJque representa uma outra concretizagao da
invencao. Esse vetor recombinante pode ser construido de
acordo com métodos conhecidos.

[0041] Uma variedade de sistemas de vetor de
expressdao / hospedeiro pode ser utilizada para conter e
expressar o polinucleotideo que codifica o polipeptideo, por
exemplo, do diacorpo em tandem descrito.

[0042] Exemplos de vetores de expressao para a
expressao em FE. coli sao pSK (Le Gall et al, J. Immunol
Methods (2004) 285 (1):111-27) ou pcDNAS (Invitrogen) para
expressao em células de mamifero.

[0043] Assim, o diacorpo em tandem de ligacgao ao

antigeno como aqui descrito, em algumas concretizacgdes, é
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produzida através da introdugcdao de um vector que codifica o
polipeptideo, tal como descrito acima para uma célula
hospedeira e a cultura da referida célula hospedeira em
condig¢des em que as cadeias polipeptidicas sdo expressas,
podem ser isoladas e, opcionalmente, adicionalmente
purificado. Para o isolamento e purificacao dos polipeptideos
sem Tag s sdo necessarias, o que ¢é uma vantagem para
administracao in vivo.

[0044] Em outros aspectos, proporcionam-se aqui
composicdes farmacéuticas que compreendem a proteina de
ligagcao de acordo com a invengao, o antigeno, por exemplo, um
diacorpo em tandem, um vector que compreende o polinucledtido
que codifica o polipeptideo da proteina de ligagao a antigeno
ou uma célula hospedeira transformada por este vector e, pelo
menos, um veiculo farmaceuticamente aceitdvel. O termo
"veiculo farmaceuticamente aceitdvel" inclui, mas ndo esta
limitado a, qualquer veiculo que ndo interfira com a eficécia
da atividade bioldégica dos ingredientes e gque nao é tdxico
para o doente a quem ¢ administrado. Exemplos de veiculos
farmacéuticos adequados sao bem conhecidos na arte e incluem
solugdes salinas tamponadas com fosfato, dgua, emulsdes, tais
como emulsdes 6leo / agua, varios tipos de agentes molhantes,
solucdes estéreis, etc. Tais veiculos podem ser fornecidos
por métodos convencionais e pode ser administrado ao sujeito
em uma dose adequada. De preferéncia, as composigdes sao
estéreis. Estas composicdes podem também conter adjuvantes,
tais como conservantes, agentes emulsionantes e agentes
dispersantes. A prevencgao da acgcao de microorganismos pode
ser assegurada pela inclusao de varios agentes
antibacterianos e antifungicos. A administracao das

composicdbes adequadas pode ser efetuada por diferentes
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maneiras, por exemplo, por via intravenosa, intraperetoneal,
subcutdnea, intramuscular, tépica ou intradérmica. A via de
administracao, é claro, depende do tipo de tratamento e do
tipo de composto contido na composicao farmacéutica. O regime
de dosagem serda determinado pelo médico assistente e de
outros fatores clinicos. Como ¢é Dbem sabido nas técnicas
médicas, as dosagens para qualquer doente depende de muitos
fatores, incluindo o tamanho do paciente, a area de
superficie do corpo, a idade, o sexo, O composto em
particular a ser administrado, o tempo e via de
administracgcao, o tipo de terapia, estado geral de saude e
outras arrasta a ser administrados concomitantemente.

[0045] A invencao proporciona ainda um uso médico ou
um método em que a proteina de ligagao ao antigeno, tal como
descrito aqui acima é administrada em uma dose eficaz para um
sujeito, por exemplo, do paciente, para o tratamento
imunossupressor, por exemplo, no transplante, o tratamento de
doenca autoimune, doenca inflamatdéria, doencas infecciosas,
alergia ou cincer (linfoma de exemplo ndo-Hodgkin, leucemia
linfocitica crbnica; o linfoma de Hodgkin; tumores sdélidos,
por exemplo, aqueles que ocorrem no cdncer de mama, cancer de
ovario, céancer de cdlon, céncer de rim, ou cancer do ducto
biliar, doenca residual minima; tumores metastaticos, por
exemplo, metdstases nos pulmdes, ossos, cérebro ou figado). A
proteina de ligacdo ao antigeno pode ser usada em
configuracdes profilaticas ou terapéuticas, por si sbé ou em
combinagao com as terapias atuais.

[0046] Os cénceres que podem ser tratados utilizando
a proteina de ligacgdo ao antigeno multiespecifico da presente
invengdo incluem, mas ndo estdo limitados a céncer primdrio e

metastdtico adrenal cortical, cancer anal, anemia apléastica,
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céncer do ducto biliar, céncer da bexiga, cancer dos 0ssos,
metastases 6sseas, tumores do SNC , céncer do SNC periférica,
cdncer de mama, a doenca de s, o cancer do colo do uUtero,
infdncia Non-Hodgkin 'Castleman cédncer endometrial s linfoma,
cdncer do cdbélon e reto, céncer do esdfago, "familia de
tumores (por exemplo, sarcoma de Ewing), céncer ocular,
cancer de vesicula biliar, tumores gastrointestinais
carcindéides, tumores estromais gastrointestinais, doenca
trofobldstica gestacional, leucemia de células pilosas,
'doenca s, Kaposi' Hodgkin sarcoma s, cancer renal, céncer da
laringe e hipofaringe, leucemia linfocitica aguda, leucemia
mieldide aguda, infantil leucemia, leucemia linfocitica
crdénica, leucemia mieldéide crdnica, céncer do figado, céancer
do pulmao, tumor carcindide de pulmao, linfoma nao-Hodgkin,
cidncer da mama masculino, mesotelioma maligno, mieloma
multiplo, sindrome mielodisplasica, doencas reumdticas,
cavidade nasal e céncer paranasais, nasofaringe céancer,
neuroblastoma, cédncer da cavidade oral e orofaringea,
osteossarcoma, céncer do ovario, céncer do péncreas, cancer
do pénis, tumor da pituitdria, céncer da prébstata, o
retinoblastoma, rabdomiossarcoma, cancer da glédndula salivar,
sarcoma (cancer de tecidos moles adulto), o cancer de pele
melanoma, céncer de pele ndo-melanoma, céncer de estdmago,
cancer testicular, céncer do timo, céncer da tirdide, céncer
uterino (por exemplo, sarcoma uterino), cancer vaginal,
cédncer vulvar, e macroglobulinemia de Waldenstrom.

[0047] Uma "dose eficaz" refere-se a quantidades do
ingrediente ativo que sao suficientes para afectar o curso e
a gravidade da doenca, conduzindo a reducgdo ou remissdo de
tal patologia. Uma "dose eficaz" util para o tratamento e /

ou prevencao dessas doencas ou desordens podem @ser
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determinadas utilizando métodos conhecidos de um técnico
versado no assunto (ver, por exemplo, Fingl et al., The
Pharmacological Basis of Therapeutics, Goddman e Gilman, eds.
Macmillan Publishing Co., Nova Iorque, pp. 1 - 46 (1975)).

[0048] Em um outro aspecto da invencado, a proteina de
ligag¢dao a antigeno, tal como descrito aqui acima é utilizada
na fabricagado de um medicamento imunossupressor ou
medicamento para o tratamento de doenga autoimune, doenca
inflamatéria, doencas infecciosas, alergias ou céncer (por
exemplo, linfoma de nao hodgkin; 1leucemia linfocitica
crdnica; tumores sdlidos de Hodgkin, por exemplo, aquelas que
ocorrem no cancer de mama, cancer de ovario, cancer de cdlon,
céncer de rim, ou céncer do ducto biliar, doenca residual
minima, tumores metastaticos, por exemplo, as metdstases nos
pulmdes, ossos, figado ou o cérebro). Quando indicado,
proteinas de ligacgdo multiespecificas foram descritas acima
como tendo uma utilidade particular no tratamento de uma
doenca especificada, essas proteinas de ligacgao ao antigeno
pode também ser utilizada na fabricagcdao de um medicamento
para doencgas que especificado.

[0049] Os métodos para a preparacao de composicdes
farmacéuticas, ou seja, medicamentos, e a aplicacado clinica
de proteinas de ligagdo ao antigeno na prevencdao e / ou
tratamento de doencas, tais como, por exemplo, o cancer é
conhecido dos técnicos versados no assunto.

[0050] Em um aspecto particular da invencao, a
proteina de ligagao a antigeno é multispecifca e utilizada
para a terapia do cancer, porque tais proteinas de ligacdo ao
antigeno multiespecifico pode ser utilizado para
redireccionar células efectoras citotdxicas contra células

tumorais. Este conceito terapéutico é bem conhecido no estado
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da técnica. Por exemplo, estudos clinicos mostraram regressao
do tumor em doentes tratados com um anti-tumor x oi FIC
anticorpo especifico anti-CD3 (por exemplo, Canevari, S. et
ai, J. Natl Cancer Inst, 87:1463 - 1469,1996), ou pacientes
tratado com um 16 x de anticorpo anti-CD biespecifico anti-
tumor (por exemplo, Hartmann et al; Clin Cancer Res 2001; 7
(7):. 1873 - 1881). Prova de Conceito também foi mostrado
para diferentes moléculas bi especificos recombinantes de
anticorpos que compreendem apenas dominios varidveis (Fv)
(Cochlovius et al.; Cancer Research, 2000, 60: 4336 - 4341)
ou recentemente em estudos clinicos com o Unico monomérica
moléculas de anticorpos de cadeia Fv do formato BiTE®- (dois
anticorpos de cadeia simples de diferentes especificidades
ligadas entre si; Amgen Alemanha; Bargou R. et al, ciéncia,
2008, 321 (5891):. 974-977; Baeuerle PA e Rcinhardt . C,
Cancer Res 2009, 69 (12): 4941 - 4944). As proteinas de
ligagcao ao antigeno diméricas aqui descritos podem ser
utilizados como medicamentos e aplicada em métodos de
tratamento de uma maneira semelhante a dos anticorpos
biespecificos da arte, uma vez que sao capazes de
redireccionar terapéutico, por exemplo, citotdxica,
mecanismos usando as mesmas especificidades de anticorpos
combinados. Além disso, os anticorpos monoespecificos para
imunossupressores, tais como CDS muromonab-CD3, sao
conhecidos para o tratamento da rejeicao de transplante,
rejeicao aguda de transplantes renais (aloenxertos), hepatica
e transplante cardiaco. Assim, as proteinas de ligacao de
antigenos especificos para a albumina e CD3 pode ser
utilizado nos mesmos métodos de tratamentos como Os
anticorpos anti-CD3 monoespecificos conhecido.

[0051] A proteina de ligacdo ao antigeno e as suas
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composicdes podem estar na forma de uma administracao oral,
intravenosa, intraperitoneal, ou outro produto farmacéutico
de forma de dosagem aceitavel. Em algumas concretizacgdes, a
composicao é administrada oralmente, e a forma de dosagem é
um comprimido, capsula, comprimido ou outra forma oralmente
disponivel. Em algumas concretizacdes, a composicao é
parentérica, por exemplo, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular ou subcuténea, e é administrado por meio de uma
solucao contendo a molécula de ligagao ao antigeno.

[0052] Um técnico versado no assunto serd prontamente
capaz, sem encargo indevido para construir e obter a
proteinas agqui descritas, utilizando técnicas estabelecidas e
os métodos padrao conhecidos no estado da técnica de ligacgao
ao antigeno, ver por exemplo, Sambrook, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) NOVA
IORQUE; A proteina Protocols Handbook, editado por John M.
Walker, Humana Press Inc. (2002); ou engenharia de
anticorpos: métodos e protocolos / editado por Benny KC Loj;
Benny KC II Série: Methods in Molecular Biology (Totowa,
NJ)) .

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0053] A Figura 1 mostra a ligacao e a atividade
citotdéxica de diacorpos em tandem contendo diferentes
dominios anti-CD3. 1 células Raji (A) CD humano, CD3 humano *
células Jurkat e cynomolgus CD3 * células HSC-F foram coradas
em gelo com 10 Pg iril. em tandem diacorpo TandAb B, due
contém o dominio de ligacgdo CD3 ao var W (SEQ ID NOs: 1 e 6)
em combinacdo com um ligacadao ao dominio C 1. Da superficie da
célula em tandem diacorpo ligado foi detectado por anti-Mis
mAb seguido por IgG de cabra conjugado com FITC anti-ratinho.

A média de intensidades de fluorescéncia determinadas por
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citometria de fluxo foram modeladas como dose-resposta
sigmoidal por regressao nao-linear para calcular KRJ. (B) Os
valores de ECso foram determinados em ensaios de
citotoxicidade com EGFRvVIII labcled-calceina * células alvo
F98 e PBMC como células efectoras a uma razdo E:T de 50:1 com
4 h de tempo de incubacao. A EC50 foi calculada por regressao
nao linear dos dados modelados como uma curva sigmoidal.

[0054] A Figura 2 mostra a estabilidade Biophysical
ensaiada por HPLC de exclusao de tamanho. TandAb L (SEQ ID
NO: 14), TandAb D (SEQ ID NO: 11), e TandAb E (SEQ ID NO: 12)
foram incubadas a 40 C durante até sete (7) dias. (A) o
contetdo homodimcr conjunto diacorpo, (B)% de recuperacgao

[0055] A Figura 3 mostra a afinidade de ligacao e de
reactividade cruzada em tandem de diacorpos EGFRvIII / CD3
com dominios anti-CD3 humanizados. CD3 humano * células
Jurkat (A) e cynomolgus CD3 * células HSC-F (B) foram coradas
com concentracdes crescentes de TandAb D (SEQ ID NO: 11) (em
KRJ Jurkat = 1, 822 nM, Kp em HSC-F = 3,4 nM) e TandAb E (SEQ
ID NO: 12) (Kp em Jurkat = 27,74 nM, Kj) em HSC-F = 24,3 nM).
Da superficie da célula em tandem diacorpo ligado foi
detectado por anti-His mAb seguido por IgG de cabra conjugado
com FITC anti-ratinho. Para calcular Kr significa
intensidades de fluorescéncia determinadas por citometria de
fluxo foram modeladas como dose-resposta sigmoidal por
regressao nao-linear.

[0056] A Figura 4 mostra a atividade citotdxica de
diacorpos em tandem EGF.RvIII / CD3 com dominios anti-CD3
humanizados. Os wvalores de EC50 foram determinados em 4
ensaios de citotoxicidade h com calceina marcada EGFRvIII
empregando F98 como células alvo e PBMC como células

efectoras a uma razao E: T de 50: 1. Os valores de ECsp foram
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calculados por regressao nao linear dos dados modelados como
uma curva sigmoidal.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0057] Um exemplo particular, para a geracao de VH e
VL composta por local de ligacao a CD3 da proteina de ligacao
ao antigeno, de acordo com a invencado é descrita no seguinte:

[0058] No primeiro passo, o VH CDR de SP34 de murino
(BD Bioscience, J. Immunol Methods, 1994, 178:.. 195) foram
enxertados na estrutura humana mais homdéloga (VH3_72 humano)
de IgGl obtendo-se um dominio de ligacao quimérico composto
da recém- cadeia VH e VL de murino parental A humanizado. Os
dados de ligacgao mostram que a molécula quimérica retinha a
funcao. Assim, a cadeia VH humanizada nao foi alterada
durante os passos subsequentes de humanizacao para a cadeia
VL.

[0059] Para a humanizacao da sequéncia murina S.P34
VL, CDR murina foram enxertadas na estrutura de VL humano com
a maior homologia com a estrutura murino (humano V A 7 7a).
Construgdes contendo esta cadeia A intimamente relacionados
foram gerados mediante a introducao de cédépias de mutagdes e
ensaliaram—-se no formato de diacorpo em tandem em combinacao
com um dominio de ligacdo a CD19. O Back-mutacdes foram
selecionados com base na comparacao de modelos do SP34
original de murino e as variantes humanizadas contendo o
quadro 7a V 7; em que foram selecionados para reduzir choques
estéricos e preservar doadores de anticorpos de murino
conformagdes de CDR, quando enxertado na estrutura aceitadora

humana. No entanto, todos estes diacorpos em tandem contendo

cadeia A - ou foram fracamente expresso ou nao reconhece o
antigeno.
[0060] Por conseguinte, um método alternativo foi
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escolhido para humanizar a cadeia VL. ©Nesta segunda
estratégia, os dados de cadeias pesadas e leves foram
analisados em relacdo o6ptima de emparelhamento de cadeias
pesadas e leves. O enxerto das CDR murinas para uma estrutura
humana fixa (humano V kx 1 39) foi perseguido. Assim, a cadeia
foi substituido cadeia ba. Verificou-se que um V 1 39
estrutura para a cadeia leve pode ser compativel com o quadro
VH3 72 que foil usado para a humanizacao da cadeia pesada
(descrito acima). Em seguida, testou-se se a utilizacgdao do V
K uma 39 estrutura em combinacao com os VH3 72 Quadro de
resultados de um Fv com um melhor emparelhamento VL / VH, e
poderia originar um dominio humanizado com uma Dboa
estabilidade, expressao, e outras propriedades biofisicas.

[0061] Varios diacorpos em tandem foram gerados
contendo quer um pequeno conjunto de mutag¢des individuais ou
suas combinacdes. As Back-mutacdes foram selecionadas para
reduzir os confrontos estéricos e preservar as configuracgdes
de CDR de anticorpos de murino doadores quando enxertado na
estrutura aceitadora humana. Surpreendentemente, as proteinas
de ligacado de antigeno contendo cadeia -+ demonstrado
propriedades superiores com expressao aceitdvel e que se
ligam a CD3 humano e cynomolgus. Com base nas suas
propriedades biofisicas e funcionais, bem como os respectivos
rendimentos de expressao, o V dominios de ligagao var _w foi
identificado como sendo o candidato mais promissor, e,
portanto, foil selecionado para posterior desenvolvimento. A
estabilidade inicial de var w poderia ser significativamente
melhorada, seguindo mutacdes em VL: D72 -T72, K73 - D73 e A74
- F74 gue resultou em candidato var x.

[0062] Durante as etapas sucessivas de humanizar a

ligagao CD3 dominio, wvar_w e var x foram combinados com
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medidas diferentes anti-CD 19, ou seja, anti-EGFRvIII, anti-
EpCAM e anti-CD30, locais de ligacao ao antigeno para ensaiar
a capacidade destes dois variantes para emparelhar com varios
sites de antigeno anti-tumorais. Combinacado de var W e X var
com estes sitios de ligacao ao alvo de tumor resultou bem
expressar e diacorpos em tandem estdveis que exibiram tanto a
citotoxicidade mediada por células T e de ligacgao ao alvo. A
Figura 1A ilustra a actividade de ligacgao de TandAb B, um
anticorpo contendo a ligacdao CD3 ao dominios wvar_w em
combinagcdo com um dominio de ligagao ao CDl, medido por
citometria de fluxo. As afinidades de ligacao (PK) de TandAb
B ao CD de 19 expressar linha de células humanas Raji, uma
linhagem humana CD3! de células T (Jiirkat) e um CDS
cinomolgos —expressing linha de células (HSC-F) sao
mostrados. Reatividade cruzada foi observada, sem diferencas
substanciais na ligacao (Q) para cinomolgos e CDS humanos. Na
Figura IB, um ensaio de citotoxicidade é apresentado, em que
o diacorpos em tandem conter dominios de ligagcao de CD3 wvar W
ou X var em combinacdao com um dominio de ligacdo de EGF VIII.
A linha celular que expressa o EGFRvIII-F98 foi
eficientemente lisadas em um ensaio de citotoxicidade de
quatro horas (rotulagem calceina) utilizando PBMC humanas
como células efectoras. Tandem diacorpo lise celular mediada
pelo alvo pelo var W contendo TandAb L (SEQ ID NO: 14) era
comparavel ao de um controlo TandAb F (SEQ ID NO: 13)
contendo o dominio de ligacdo de CD3 murino de SP34.

[0063] Sequéncia e analise de modelagem de clones var
w e var x descobriu um papel crucial para os aminocdcidos em
posigdes VH 111 e VL49 (que contactar directamente entre si
de acordo com o modelo) para as propriedades de ligacao e

estabilidade destas variantes em diacorpos em tandem. Varias
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mutacdes distintas foram introduzidas nestas posigdes, e
ensaiadas individualmente ou em diacorpos em tandem em
combinacdo com um dominio de ligacdo ao EGFRvVIII. Na posicao
de VHL 1 1 as mutacgdes eram de W em T, Q, N, S, F, Y, R ou H;
na posicao VL49 as mutacdes eram de G para A, V, S, T ou N.
Todos os diacorpos em tandem resultantes foram ensaiadas
quanto a suas propriedades de ligacadao, a citotoxicidade, e
estabilidade.

[0064] A mutacadao do VHL 11 de W para Y e VL49 de G
para A criou o CD3 dominio de ligagao var y, enquanto que uma
Unica mutagcdao da BVS 1 1 de W para H rendeu o var_z de
dominio; estes dominios de ligacao produzidos os diacorpos em
tandem TandAb D (var_y) (SEQ ID NO: 1) e 1 TandAb E (var z)
(SEQ ID NO: 12), qgque exibiu propriedades melhoradas de
estabilidade em relacao ao var_w parental. BVS 11 ocupa uma
posicao especial em CDRH3 que, de acordo com rale 's Shirai
(Kuroda et al, 2008, Proteinas, 73: 608), determina se a
conformacao adoptada pela CDRH3 é estendido ou quebrada. Ele
resultou das experiéncias que as substituic¢des admissiveis
para o W nesta posicao deve conter grandes anéis aromaticos,
tais como F, Y ou H; de outro modo uma perda de ligacdo esta
previsto. Além disso, o contacto directo modelado de VL49 com
a coluna vertebral nas imediacdes do VH 11 também coloca
restrigdes significativas sobre a natureza dos residuos
admissiveis. Utilizando cromatografia de exclusdo de tamanho
(SEC) para controlar o teor de diacorpo homodimero em tandem,

uma estabilidade melhorada 7 dias a 40 °

C foil observado para
estas proteinas. Ambos os clones demonstrou aumento do teor
desejado em tandem diacorpo homodimero, em relacao ao TandAb
L (SEQ ID NO: 14) contendo a var_w parental, assim como uma

melhoria na recuperagao. As Figuras 2A e 2B ilustram a
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estabilidade de TandAb D (SEQ ID NO: 1 1), TandAb E (SEQ ID
NO: 12), e TandAb L (SEQ ID NO: 14) durante 7 dias a 40 ° C.

[0065] Surpreendentemente, os ensaios funcionais
demonstraram também gque a actividade e a citotoxicidade
destes diacorpos em tandem de ligacao foi retida. As Figuras
3A e 3B presente ligacao de diacorpos em tandem tituladas
TandAb D, contendo var vy, e TandAb E (SEQ ID NO: 12),
contendo var_z, a uma CD3 * T linha celular humana (Jurkat) e
de uma CD3 + 1linha celular cinomolgo ( HSC-F), como
determinado por andlise de citometria de fluxo. KJJ valores
foram calculados por regressao nao-linear, e encontram-se
resumidos nas tabelas abaixo. Afinidades de ligacao
comparaveis foram observados para CD3 humano e cinomolgo,
indicando a reactividade cruzada do dominio de ligacao de
CD3. TandAb D (SEQ ID NO: 1 1) demonstraram> 10 vezes maior
afinidade para CD3 humano (Kiy 1,8 nM) do que a TandAb E
(p=27.7 nM) (SEQ ID NO: 12).

[0066] TandAb D (SEQ ID NO: 11), contendo var y, e o
seu antecessor TandAb L (SEQ ID NO: 14), contendo wvar W,
foram directamente comparadas em um ensaio de citotoxicidade
de libertacao de calceina 4 h com o EG FR v 11! -expressi
linha celular F98 ng, utilizados como células alvo, e as PBMC
humano, utilizado como células efectoras. células alvo de
lise induzida por ambos os anticorpos foil observada de um
modo dependente da concentracdao, e exibiu uma poténcia
comparavel (TandAb EC5Q G-T 29 M, CE50 = D TandAb 122pM). As
curvas de titulagao sao mostradas na Figura 4.

[0067] Em resumo, a partir do clone de murino SP34,
as cadeias VH e VL foram sujeitos a uma etapa de humanizacao
por enxerto de CDR. A estabilidade das moléculas humanizadas

foi ainda aumentada em diacorpos em tandem por mutacdes
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pontuais dos residuos de estrutura, e seleccao das
substituicdes que preservou a actividade de ligacao e de
citotoxicidade. Os dois otimizado CD3 dominios, var var z y e
vinculativa, demonstrou muito boa reactividade cruzada com
cinomolgos CD3. As afinidades de destino dos dominios
optimizadas diferiam em, aproximadamente, 10 vezes,
permitindo a geragao de diacorpos em tandem com diferentes
afinidades para o recrutamento de células T. As sequéncias de
aminodcidos de VH e VL de dominios alinhados a ligacdo ao CD3
(Var_y e var_z), os dois intermedidrios (var_w e var x), € O
clone murino parental (SP34) sao apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1: alinhamento de sequéncias de aminodcidos das
cadeias VH e VL de clones relevantes gerados no decurso da
humanizacdo / optimizacdo. VH humanizado da cadeia em relacéo
a sequéncia de murino sdo destacadas em itdlico e
sublinhadas. As mutagdes de volta na VL das sequéncias
germline humanos para a sequéncia de murino sao destacadas em

itdlico e sublinhadas. CDRs estdo em negrito e sublinhadas.

iante Sequéncia
humanizada jidentificadora

. 20 b o TCRSSTGAVTTSNYANI |/ QOKPGKAPKGLI CGTNKRAPGVE SRFSGSLIGDAATLTISSLY

s " - TKVEIK

o b o CRSSTGAVTTSNYANW /' Q0KPGKAPK LI CGTNKRAPGVE ARF SGSGSGTDETLTISSLO
ar_x SEQ 2 —_— — ==
. o0 1D noes CRSSTGAVTTSNYANW 'Q)KPCKAPKALT CGTNKRAPGVPSRFSGSLIGDKATLTISSLY
ar_y e - FGQGTKVELK

o 1D No-4 )SPSSLSASVG CRSSTGAVTTSNYANW /' OOKPGKAPKGLI CGTNKRAPGVESRFSGS L IGOAATLTISSLO)
ar_z S @ 1 ’\_— - - —_— e

ALWYSNLWV' I

=) QESALTTSPGE
EDEATIYFCALWY SNLWVEGC
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SP34
variante Sequéncia
humanizada |[identificadora |Sequéncia de cadeia pesada
ar w sEq ID No:e EVOLVESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTF STYAMNWVRQAPGKGLEWV CRIRSKYNNYATYYADSVKDRF TI SRDDS KNSLY

— ) LOMNSLETED r'C JGTLV 5
_ - [EVQLY G GS r-RIRSKYNNYATYYADSVEDRFTISRDDS KNSLY
Var_x SEQ ID NO:7 MBS, - ;

i - S, EVQLVESGGEGLVQP GGSLELSCAASGETE TYAMNWVEQAPGKGLEWY CRIRSKYNNYATYYADSVEDRFTI SRDDSENSLY

var_y SEQ ID NO:8 LOMNSLETEDTALYYCARHGNFGNSYVS ' FAYWGOGTLVT
N - . [EVOLVESGGGLVQP GSL.’_-I..SCAASGF'::" TYAMNWVEQAPGKGLEWY CRIRSKYNNYATYYADSVEDRFTI SRDDS;L':'
var_z SEQ ID NO:9 LOMN SLKTEDTA 'YYCARHGNFGNSYVS sFAYWGQGTLVT
Murine SEQ ID No:lo [EVQLVESGGELVOPKGSLELSCAASGF TFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVEKDRFTI SRDDSQSILY
SE34 ) LOMNNLETEDTAMYYCVRHGNFGNSYVSWEAYWGOGTLVT 5
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REIVINDICAGOES

1. Proteina de ligacdo ao antigeno caracterizada pelo
fato de que compreende, pelo menos, um local de ligacdo de
CD3, em que o local de ligacdo de CD3 compreende:

(a) um dominio varidvel de cadeia pesada (VH) como
representado na SEQ ID NO: 6 e um dominio variavel de cadeia
leve (VL) como representado na SEQ ID NO: 1; ou

(b) um dominio variadvel de cadeia pesada (VH) como
representado em SEQ ID NO: 7 e um dominio variavel de cadeia
leve (VL) tal como representado em SEQ ID NO: 2; ou

(c) um dominio wvaridvel de cadeia pesada (VH), como
representado na SEQ ID NO: 8 e um dominio variavel de cadeia
leve (VL) conforme descrito na SEQ ID NO: 3; ou

(d) um dominio wvaridvel de cadeia pesada (VH), como
representado na SEQ ID NO: 9 e um dominio varidvel de cadeia
leve (VL) conforme descrito na SEQ ID NO: 4; ou

(e) um dominio variadvel de cadeia pesada (VH)
incorporando 1 a 5 substituicdes conservativas de
aminoadcidos em comparacdo com a VH como descrito na SEQ ID
NO: 8, em que o residuo de aminoadcido na posicdo 111 & Y ou
H, e um dominio varidvel de cadeia leve (VL) incorporando 1
a 5 substituicdes conservativas de aminodcidos em relacdo ao
VL, conforme definida na SEQ ID NO: 3, em que o residuo de
aminoacido na posicdo 49 é G ou A; e

a proteina de ligacdo ao antigeno de (a), (b), (c), (d)
ou (e) ndo é uma proteina de ligacdo biespecifica que se
liga especificamente ao CD33 humano e CD3 humano, em que ©O
local de ligacdo de CD3 compreende um dominio variavel da
cadeia leve anti-CD3 selecionado a partir do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 1 - 3 e um dominio variavel de

cadeia pesada anti-CD3 selecionado a partir do grupo
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consistindo nas SEQ ID NOs: 6 - 8.

2. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a proteina
de ligacdo ao antigeno ndo é um diacorpo biespecifico em
tandem que se liga a CD33 e CD3.

3. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicagcdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a
proteina compreende pelo menos um outro dominio funcional.

4. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de que o pelo menos
um outro dominio funcional é um outro local de ligacdo ao
antigeno.

5. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizada pelo fato de que o outro local
de ligacd&o ao antigeno é especifico para uma célula tumoral.

6. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 5, caracterizada pelo fato de que o local de
ligacdo ao antigeno adicional ndo é especifico para CD33.

7. Proteina de 1ligacdo ao antigeno, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizada pelo
fato de que a proteina de ligacdo ao antigeno é multivalente.

8. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de que a proteina
de ligacdo ao antigeno é multiespecifica.

9. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 8, caracterizada pelo fato de que a proteina
de ligacdo ao antigeno é multimérica.

10. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 9, caracterizada pelo fato de que a proteina
de ligacdo ao antigeno é dimérica, compreendendo um primeiro

polipeptideo e um segundo polipeptideo, cada um polipeptideo
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possuindo pelo menos quatro dominios varidveis de cadeia
ligados um apds o outro, em que a proteina de ligacgdo ao
antigeno compreende pelo menos um local de ligagdo a CD3
conforme definido pela reivindicacdo 1 e pelo menos um local
de ligacdo ao antigeno especifico para um segundo antigeno.

11. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicagcdo 10, caracterizada pelo fato de que cada
polipeptideo tem, pelo menos, quatro dominios varidveis
fundidos um com o outro por ligantes peptidicos L1, L2 e L3
na ordem de:

(i) VL (CD3)-L1-VH (segundo antigeno) -L2-VL (segundo
antigeno) -L3-VH (CD3);

(ii) VH (CD3)-L1-VL(segundo antigeno)-L2-VH (segundo
antigeno) -L3-VL(CD3) ;

(iii) VL (segundo antigeno)-L1-VH (CD3)-L2-VL(CD3)-L3-
VH (segundo antigeno); ou

(iv) VH (segundo antigeno)-L1-VL(CD3)-L2-VH(CD3)-L3-VL
(segundo antigeno) .

12. Proteina de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
reivindicacdo 10, caracterizada pelo fato de que os ligantes
L1, L2 e L3 consistem de cerca de 12 ou menos residuos de
aminoacidos.

13. Composicgédo farmacéutica caracterizada pelo fato de
que compreende (i) a proteina de ligacdo ao antigeno conforme
definida por qualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 12 e (ii)
um veliculo farmaceuticamente aceitéavel.

14. Proteina de 1ligacdo ao antigeno, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12 caracterizada pelo

fato de que é para utilizacdo como um medicamento.
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Ligagdo a células CD3* humana e Cyno
(Média e DP de 2 experimentos independente que sd3o plotados)

o HSC-F
o Jurkat
s Raiji

FIGURA 1A

Poténcia em alvos EGFRvIII F98
(4 h de liberagdo de calceina; PBMC como efetores; E:T 50:1;
Média e DP de 2 experimentos independente que sdo plotados)
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Estabilidade a 40° C
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Titulagdo de EGFRyrrr X TandsAbs CD3 em jukart no gelo
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Ensaio citotéxico em células alvo F98EGFRVIII com PBMC como células efetoras
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