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ANTICORPO MONOCLONAL, OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO; ANTICORPO BIESPECIFICO; METODO PARA
PREVENIR OU TRATAR UM CANCER SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO;
METODO DE ENSAIO DE EXPRESSAO DE SIRR. EM CELULAS TUMORAIS
E/OU IMUNES; E; COMPOSICAO FARMACEUTICA

CAMPO DA REVELACAO

[001] Este pedido reivindica o beneficio de
prioridade dos pedidos provisorios US n os  62/767.509,
depositado em 14 de novembro de 2018, 62/820.718, d epositado
em 19 de marco de 2019, 62/886.872, depositado em 1 4 de agosto
de 2019, e 62/931.746, depositado em 6 de novembro de 2019,
cujas revelacbes estdo aqui incorporadas a titulo d e
referéncia, como se estivessem descritas no present e documento

em sua totalidade.

[002] Esta revelacdo se refere ao campo de
imunoterapia. A presente revelacdo fornece anticorp os anti-
SIRP« (anti-SIRP  «), que prejudicam a interacdo entre SIRP o e
CD47, intensificam a fagocitose de células tumorais , provocam
a imunomodulacdo de respostas imunes, e métodos par a gerar
anticorpos anti-SIRP o € usar anticorpos anti-SIRP o como
agentes terapéuticos para a prevencao e o tratament o de

canceres hematoldgicos e sdlidos.

ANTECEDENTES
[003] Anticorpos terapéuticos que tém como alvo
a imunidade adaptativa, incluindo os pontos de veri ficacao de
células T, PD-1, PD-L1 e CTLA-4, para intensificar a atividade
citotoxica da resposta imune de células T elevou a perspectiva
de remissédo de longo prazo ou até mesmo a cura para pacientes
com doencas metastéticas (Hodi 2010, McDermott 2015 ). Apesar
dos resultados positivos, ainda ha uma populagéo si gnificativa
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de pacientes que nao responde a esses inibidores de ponto de
verificagdo (resisténcia primaria) ou aqueles que r espondem,
mas eventualmente desenvolvem progressdo da doenca
(resisténcia adquirida) (Pitt 2016, Restifo 2016, S harma
2017). Estudos recentes sugerem gue mecanismos de r esisténcia
podem ser tanto intrinseco as células tumorais, inc luindo uma
caréncia de proteinas de antigeno tumoral exclusiva s ou

inibicdo de apresentacao de antigeno tumoral, como

as células tumorais, envolvendo a auséncia de célul
infiltrantes, pontos de verificacdo inibitérios red

e/ou a presenca de células imunossupressoras no mic
tumoral (Sharma 2017). Mesmo em tumores considerado

aos inibidores de ponto de verificagdo, ou quando s
agentes anti-CTLA-4 e anti-PD-1/PDL-1, aproximadame
pacientes ndo experimentam encolhimento do tumor, e
média de tratamento ou sobrevivéncia livre de progr

todos os pacientes tratados permanecem relativament

torno de 2-5 meses (Kazandjian, 2016). Aléem disso,

dos tumores solidos mais predominantes e a maioria
malignidades hematoldgicas mostraram resultados dec

com esses inibidores de ponto de verificagdo. Em pa
cancer de mama positivo para receptor hormonal, can
colorretal (sem instabilidade de microssatélites) e

préstata ndo parecem ser sensiveis a esse tipo de m
imunolégica e poderiam se beneficiar de uma abordag
imunoterapica diferente (Le 2015, Dirix 2015, Topal

Graff 2016). Essas constatagbes destacaram a necess
abordagens alternativas ou sinérgicas que tém como

de verificacdo adicionais para ativar a resposta im

além da resposta imune adaptativa para melhorar ain
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resultados clinicos. Diversos pontos de verificagdo da
resposta imune inata estdo presentes em células tum orais e em
células mieloides (macréfagos, células dendriticas, células
supressoras derivadas de mondcitos, granuldcitos) ue sao
importantes componentes celulares do microambiente tumoral que
influencia na progresséo tumoral, metastase e resul tado geral

(Barclay e van den Berg 2014, Yanagita 2017).

[004] Proteina  Reguladora de Sinal (SIRP)- o ou
SIRP o, também conhecidacomo CD172a, BIT ou SHPS-1,éum membro
da familia de receptores emparelhados SIRP de prote inas SIRP
intimamente relacionadas. A SIRP o é expressa principalmente
por células hematopoiéticas, incluindo macroéfagos, células
dendriticas e granuldcitos, e é também expressa em neurénios,
especialmente no cérebro, glia, células musculares lisas e
células endoteliais e algumas tumorais (Barclay e v an den Berg

2014). A SIPR o € uma proteina transmembranar com um dominio

extracelular que contém trés dominios semelhantes a Ig e uma
regido citoplasmatica que contém motivos inibidores de
imunorreceptor baseados em tirosina (ITIMsS). O gene que
codificaa SIRP o humana é polimorfico com duas variantes comuns
identificadas, SIRP aV1le SIRP «V2,com mudangas nos aminoacidos

de superficie, mas que ndo parecem afetar a ligacao a seu
ligante, agrupamento de diferenciacao 47 (CD47) (Ba rclay e van
den Berg 2014). A interacdo de SIRP a, expressa por células
mieloides, com CDA47, expresso ou superexpresso em m uitas
células tumorais, bem como em células normais, € um importante
ponto de verificacdo imune darespostainataquere gulafuncdes
mieloides que incluem atividades de adesé&o, migraca 0, ativacao

e inibitérias. A interacdo CD47/SIRP o regula a fagocitose de
macrofagos e células dendriticas de células-alvo, e nviando um
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sinal inibitério de “ndo me coma” ao fagécito. A li gacgéo de
CD47 a SIRP « inicia uma cascata de sinalizagdo inibitéria que

resulta na inibicdo de fagocitose apos a fosforilag ao de seus
ITIMs citoplasmaticos (Oldenborg 2000, Oldenborg 20 01, Okazawa
2005), recrutamento e ligacdo de SHP-1 e SHP-2, pro teina
tirosina fosfatase contendo dominio de homologia Sr C
(Veillette 1998, Oldenborg 2001), inibicdo de miosi na nao
muscular 1A e, finalmente, funcéo fagocitica (Tsai e Discher
2008, Barclay e van den Berg 2014, Murata 2014, Vei llette e
Chen 2018, Matazaki 2009). Um corolario importante da acéo de
CD47 como um sinal de “ndo me coma” € seu papel com 0 um
“automarcador”. Isso fornece um obstaculo significa tivo para

a autofagocitose e blogueia uma resposta autoimune subsequente
(Oldenborg, 2002, Oldenborg 2004). Células cancerig enas usam
CD47 para mascararem sua  “identidade”, evitando,
consequentemente, sistemas imunes tanto inatos como

adaptativos. O blogueio dainteracao de SIRP

inatas, como macrofagos e células dendriticas, com
células tumorais surgiu como um alvo viavel na tera
oncologica. Dados pré-clinicos indicaram que, de mo

aos anticorpos anti-CD47, os anticorpos anti-SIRP
blogueiam a interagdo SIRP
em modelos de tumor de camundongo, como monoterapia
combinagdo com outros agentes (Gauttier, 2017; Ring
Yanigita, 2017; Poirier, 2018; e Guattier, 2018). S

a geracdo de uma resposta imune adaptativa, além da

imune inata apods a interrup¢ao da interacao SIRP

ser fundamental para obter uma resposta antitumoral
(Tseng 2013, Li 2015, Xu 2017).

[005] A expressao de SIRP
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interacdo com CD47 em células T parece ser importan te na
inducdo da resposta imune adaptativa. Foi relatado gque o
blogueio da interacdo SIRP o/CD47 afeta a capacidade de DCs
para estimular a resposta de células T CD8+ especif icas de
antigeno e isso estava correlacionado com uma respo sta mediada
por DC intensificada ao DNA tumoral (Liu 2015, Xu 2 017).

[006] Um outro membro da familia SIRP de
receptores emparelhados, SIRP- v, que é seletivamente expresso
na superficie de células T humanas (mao nao de roed ores), tem
uma curta regido citoplasmatica que consiste em 4 a minoacidos.

SIRP- y também se liga a CD47 e parece ser importante para

mediar a adesao entre células T e APC para funcdes de células
T, incluindo proliferacéo e ativacdo (Barclay e van den Berg
2014; e Piccio, 2005). Dessa forma, o bloqueio da i nteracao
entre SIRP o e CD47, mas nao entre SIRP- v € CD47, pode fornecer

uma vantagem para proteger a funcao de células T.
[007] A presente revelacdo descreve mAbs anti-

SIRPo com perfis funcionais distintos. Os anticorpos da

revelacao sao Uteis em varios métodos terapéuticos para tratar
doencas e afeccbes associadas a SIRP o em seres humanos,
incluindo o uso de mAbs anti-SIRP o como terapéutica para a
prevencao e o tratamento de canceres soélidos e hema tolégicos.
Os anticorpos da revelagdo sdo também uteis como di agnaosticos
para determinar o nivel de expressao de anti-SIRP o em amostras
de tecido. Modalidades da revelagdo incluem anticor pos
isolados e fragmentos de ligacdo ativos imunoldgico s dos
mesmos; composi¢des farmacéuticas que compreendem u m ou mais
dos anticorpos monoclonais anti-SIRP o, de preferéncia, formas
quiméricas ou humanizadas dos ditos anticorpos; e m étodos de
uso terapéutico de tais anticorpos monoclonais anti -SIRP a.
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[008] As modalidades da revelagdo incluem os
mADbs, ou fragmentos de ligacao ao antigeno dos mesm 0S, que sao
definidos por referéncia as caracteristicas estrutu rais
especificas, isto é, sequéncias de aminoacidos espe cificadas
das CDRs ou dominios variaveis de cadeia pesadael eve inteiros
ou cadeias pesadas e leves inteiras. Todos esses an ticorpos
revelados no presente documento se ligam a SIRP o, a SIRP v ou
a SIRP o e SIRP .

[009] Os anticorpos monoclonais, ou fragmentos
de ligacdo ao antigeno dos mesmos, podem compreende r pelo menos
uma, normalmente pelo menos trés sequéncias de CDR conforme
fornecido no presente documento, normalmente em com binacdo com
sequéncias framework de uma regido variavel humana Oou como um
peptideo de CDR isolado. Em algumas modalidades, um anticorpo
compreende pelo menos uma cadeia leve que compreend e as trés
sequéncias de CDR de cadeia leve fornecidas no pres ente
documento situada em um framework de regiao variave [, que pode
ser, sem limitacao, um framework de regido variavel murino ou
humano, e pelo menos uma cadeia pesada que compreen de as trés
sequéncias de CDR de cadeia pesada fornecidas no pr esente
documento situada em uma framework de regido variav el, que
pode ser, sem limitagéo, um framework de regiao var iavel humano
ou murino.

[010] Em algumas modalidades, as combinac¢des de
6 CDRs incluem, porém sem limitacao, as combinac¢des de CDR1de
cadeia pesada variavel (HCDR1), CDR2 de cadeia pesa da variavel
(HCDR2), CDR3 de cadeia pesadavariavel (HCDR3),CD R1decadeia
leve varidvel (LCDR1), CDR2 de cadeia leve variavel (LCDR2) e
CDR3 de cadeia leve variavel (LCDR3) selecionadas d entre:

[011] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:33, HCDR2
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gue compreende a SEQ ID NO:34, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:35,LCDR1 que compreende aSEQ ID NO:1,LCDR2qu e compreende
a SEQ ID NO:2, LCDR3 que compreende a SEQ ID NO:3;
[012] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:36, HCDR2
gue compreende a SEQ ID NO:37, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:38, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:4,LCDR2 qu e compreende
a SEQ ID NO:5, LCDR3 que compreende a SEQ ID NO:6;
[013] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:39, HCDR2
que compreende a SEQ ID NO:40, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:41, LCDR1 que compreende a SEQIDNO:7,LCDR2qu e compreende
a SEQ ID NO:8, LCDR3 que compreende a SEQ ID NO:9;
[014] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:42, HCDR2
que compreende a SEQ ID NO:43, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:44, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:10, LCDR2 ¢ ue
compreende aSEQID NO:11, LCDR3 que compreende a S EQIDNO:12;
[015] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:45, HCDR2
que compreende a SEQ ID NO:46, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:47, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:13, LCDR2 ¢ ue
compreende a SEQ ID NO:14, LCDR3 que compreende a S EQIDNO:15;
[016] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:48, HCDR2
gue compreende a SEQ ID NO:49, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:50, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:16, LCDR2 ¢ ue
compreende aSEQ IDNO:17, LCDR3 que compreendea$S EQIDNO:18;
[017] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:51, HCDR2
gue compreende a SEQ ID NO:52, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:53, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:19, LCDR2 ¢ ue
compreende aSEQ ID NO:20, LCDR3 que compreendea S EQIDNO:21.
[018] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:54, HCDR2
gue compreende a SEQ ID NO:55, HCDR3 que compreende a SEQ ID
NO:56, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:22, LCDR2 (¢ ue
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compreende aSEQ ID NO:23, LCDR3 que compreendea$S EQIDNO:24.
[019] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:57, HCDR2

gue compreende a SEQ ID NO:58, HCDR3 que compreende a SEQ ID

NO:59, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:25, LCDR2 (¢ ue

compreende aSEQ ID NO:26, LCDR3 que compreende aS EQIDNO:27.
[020] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:60, HCDR2

gue compreende a SEQ ID NO:61, HCDR3 que compreende a SEQ ID

NO:62, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:28, LCDR2 ¢ ue

compreende a SEQ ID NO:29, LCDR3 que compreende a S EQ ID NO:30.
[021] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:42, HCDR2

que compreende a SEQ ID NO:43, HCDR3 que compreende a SEQ ID

NO:44, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:10, LCDR2 ¢ ue

compreende a SEQ ID NO:31, LCDR3 que compreende a S EQIDNO:12.
[022] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:42, HCDR2

que compreende a SEQ ID NO:43, HCDR3 que compreende a SEQ ID

NO:44, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:10, LCDR2 ¢ ue

compreende a SEQ ID NO:31, LCDR3 que compreende a S EQIDNO:32.
[023] HCDR1 que compreende a SEQ ID NO:57, HCDR2

que compreende a SEQ ID NO:58, HCDR3 que compreende a SEQ ID

NO:63, LCDR1 que compreende a SEQ ID NO:25, LCDR2 ¢ ue

compreende aSEQ ID NO:26, LCDR3 que compreende a$S EQIDNO:27.
[024] Em algumas modalidades, os anticorpos

anti-SIRP o incluem anticorpos, ou fragmentos de ligagdo ao

antigeno dos mesmos, que compreendem um dominio var iavel de

cadeia pesada (V H) que tem uma sequéncia de aminoacidos

selecionada dentre as sequéncias de aminoacidos de: SEQ ID
NO:81, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:84, SE Q ID NO:85,
SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:88, SEQ ID N 0:89, SEQ
ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:93, SEQ ID
NO:94,SEQIDNO:95,SEQIDNO:96e SEQIDNO:97e assequéncias
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de aminoéacidos que exibem pelo menos 85%, 90%, 95%, 97%, 98%
ou 99% de identidade de sequéncia com uma das sequé ncias
recitadas. Alternativa ou adicionalmente, os antico rpos anti-

SIRPq, incluindo anticorpos ou fragmentos de ligagdo ao
antigeno dos mesmos, podem compreender um dominio v ariavel de

cadeia leve (V L) que tem uma sequéncia de aminoacidos

selecionada dentre as sequéncias de aminodacidos de SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SE Q ID NO:68,
SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO .72, SEQ ID
NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SE QID NO:77,
SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:79 e SEQ ID NO:80 e as sequ éncias de
aminoacidos que exibem pelo menos 85%, 90%, 95%, 97 %, 98% ou
99% de identidade de sequéncia com uma das sequénci as
recitadas.

[025] Embora todos os emparelhamentos possiveis

de dominios V. ye dominios V | selecionados dentre os grupos de

sequéncias de dominio V H € dominio VL listados acima sejam
permissiveis, certas combinacbes de dominios V He VL sao
reveladas. Consequentemente, anticorpos anti-SIRP o, ou
fragmentos de ligacédo ao antigeno dos mesmos, sao a gueles que
compreendem uma combina¢do de um dominio variavel d e cadeia
pesada (V +H) e um dominio variavel de cadeia leve (V L), em que

a combinacéo é selecionada dentre:
I. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:81 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:64;
il um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:82 e um

dominio variavel de cadeia leve que compreende a

Peticdo 870210061351, de 06/07/2021, pag. 12/149



10/114

sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:65;
iii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:83 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:66;
V. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:67,
V. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:85 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:68;
Vi. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:86 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:69;
Vi, um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:87 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:70;
viii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:88 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:71,
IX. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:72,;

X. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
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a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:90 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:73;
Xi. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:91 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74;
Xil. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:91 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75;
Xiii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:91 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76;
Xiv. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:92 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74;
XV. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:92 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75;
XVI. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:92 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76;
XVii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:93 e um

dominio variavel de cadeia leve que compreende a
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sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74;
Xviii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:93 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75;
XiX. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:93 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76;
XX. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74;
XXi. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75;
XXii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76;
XXiii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:84 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:77,
XXIV. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:95 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:78;

XXV. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
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a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:95 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79;
XXVI. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:95 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:80;
XXVil. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:78;
XXViii. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79;
XXIX. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:80;
XXX. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:78;
XXXI. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 e um
dominio variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79;
XXXil. um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:97 e um

dominio variavel de cadeia leve que compreende a
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sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:80; e

XXXiii.

um dominio variavel de cadeia pesada que compreende

a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:89 e um

dominio variavel de cadeia leve que compreende a

sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:72.
[026] Em algumas modalidades,
anti-SIRP
podem também compreender uma combinacao de um domin
de cadeia pesada e um dominio variavel de cadeia le
o dominio variavel de cadeia pesada compreende uma
de V 1 com pelo menos 85% de identidade de sequéncia, ou
menos 90% de identidade de sequéncia, ou pelo menos
identidade de sequéncia, ou pelo menos 97%, 98% ou
identidade de sequéncia com as sequéncias de aminoa
cadeia pesada mostradas acima em (i) a (xxxiii) e/o
variavel de cadeia leve compreende uma sequéncia de
menos 85% de identidade de sequéncia, ou pelo menos
identidade de sequéncia, ou pelo menos 95% de ident
sequéncia, ou pelo menos 97%, 98% ou 99% de identid
sequéncia com as sequéncias de aminoacidos de cadei
mostradas acima em (i) a (xxxii). Os emparelhament
especificos de V
podem ser preservados para anticorpos anti-SIRP
sequéncias de dominio V
de identidade de sequéncia com essas sequéncias de

[027]

variaveis de cadeia pesada e/ou cadeia leve dos ant
fragmentos de ligagdo ao antigeno sao definidos por
porcentagem especifica de identidade de sequéncia c

sequéncia de referéncia, os dominios V n e/ou V
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sequéncias de CDR idénticas aquelas presentes na se guéncia de
referéncia, de modo que a variagéo esteja presente apenas nas
regides de framework.

[028] Em uma outra modalidade, os anticorpos
anti-SIRP o, ou fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos,

sdo aqueles que compreendem umacombinacdode umac adeia pesada
(HC) e uma cadeia leve (LC), em que a combinacgéo é selecionada
dentre:

I. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:109 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:98;

il. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:110 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:99;

iii. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:111 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:100.

V. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:112 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:101,;

V. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:112 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:102;

Vi. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de

aminoacidos de SEQ ID NO:112 e uma cadeia leve que
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compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:103;

Vi, uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:113 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:101,;

viii. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:113 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:102;

iX. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:113 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:103;

X. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:114 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:101,;

Xi. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:114 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:102;

Xil. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:114 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:103;

Xili. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:115 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:101,;
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Xiv. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:115 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:102;

XV. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:115 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:103;

XVi. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:116 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:104;

XVii. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:117 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:105;

XViii. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:117 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:106;

XiX. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:117 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:107;

XX. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:118 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:105;

XXI. uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de

aminoacidos de SEQ ID NO:118 e uma cadeia leve que
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compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:106;

uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:118 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:107,

uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:119 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:105;

uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:119 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:106;

uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:119 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:107; e

uma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:120 e uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:108.

[029] Véarias formas dos mAbs anti-SIRP

reveladas. Por exemplo, os mAbs anti-CD47 podem ser
humanizados de comprimento total com frameworks hum
regides constantes dos isotipos IgA, IgD, IgE, IgG
particularmente 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, e, em algun

com varias mutagfes para alterar a funcdo do recept
impedir a troca do bragco Fab ou fragmento de antico
exemplo, umfragmento F(ab')2, umfragmento F(ab),
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Fv de cadeia Unica (scFv), etc., conforme revelado no presente
documento.

[030] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacdo ao antigeno dos mesmos comp reendem um
isotipo 1gG selecionado dentre 1gG1, 1gG1-N297Q, Ig G2, 1gG4,
IgG4 S228P, IgG4 PE e variantes dos mesmos.

[031] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacéo ao antigeno dos mesmos se | igamaSIRP v

humana além de a SIRP o humana.

[032] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacdo ao antigeno dos mesmos se | igam
seletivamente a SIRP o humana.

[033] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligagdo ao antigeno dos mesmos aume ntam a

fagocitose de células tumorais humanas.

[034] Em algumas modalidades, os mAbs anti-
SIRP«, conforme revelado no presente documento, sao anti corpos
multiespecificos que se ligam especificamente a SIR Po e pelo
menos a um segundo antigeno, em que o segundo antig eno é um

marcador de uma célula que expressa CD47.

[035] Em algumas modalidades, o segundo antigeno
do anticorpo multiespecifico é selecionado dentre C D19, CD20,
CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD40, CD44, HER2, CD5 2, CD56,
CD70, CD96, CD97, CD99, CD123, CD279 (PD-1), CD117, C-Met,
PTHR2, EGFR, RANKL, SLAMF7, PD-L1, CD38, CD19/CD3, HAVCR2
(TIM3) e GD2.

[036] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacdo ao antigeno dos mesmos aume ntam a
fagocitose de células tumorais humanas e sao admini strados em
combinagdo com um anticorpo monoclonal que tem como alvo um
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antigeno em uma célula tumoral.

[037] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacdo ao antigeno dos mesmos aume ntam a
fagocitose de células tumorais humanas e sao admini strados em
combinagdo com um anticorpo monoclonal opsonizante que tem
como alvo um antigeno em uma célula tumoral, em que 0 anticorpo
monoclonal opsonizante é escolhido dentre rituximab e (anti-
CD20), trastuzumabe (anti-HERZ2), alentuzumabe (anti -CD52),
cetuximabe (anti-EGFR), panitumumabe (anti-EGFR), o fatumumabe
(anti-CD20), denosumabe (anti-RANKL), pertuzumabe ( anti-HER?2),
panitumumabe (EGFR), pertuzumabe (HER2), elotuzumab e (SLAMF7),
atezolizumabe (anti-PD-L1), avelumabe (anti-PD-L1),
durvalumabe (anti-PD-L1), necitumumabe (anti-EGFR),
daratumumabe (anti-CD38), obinutuzumabe (anti-CD20) :
blinatumomabe (anti-CD19/CD3), dinutuximabe (anti-G D2).

[038] Em algumas modalidades, o anticorpo
monoclonal opsonizante tem como alvo CD20, EGFR e P D-L1.

[039] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacédo ao antigeno dos mesmos exib em atividade
antitumoral.

[040] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o

ou fragmento de ligagdo ao antigeno dos mesmos sé&o

administrados em combinagédo com um anticorpo anti-C D47,em que
0 anticorpo anti-CD47 é descrito na patente US n 010.239.945,
que esta aqui incorporada a titulo de referéncia em sua
totalidade.

[041] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o

ou fragmento de ligagdo ao antigeno dos mesmos sé&o
administrados em combinagdo com um anticorpo anti-E GFR.
[042] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
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ou fragmento de ligagdo ao antigeno dos mesmos s&o
administrados em combinag¢do com um anticorpo anti-P D-1.
[043] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o

ou fragmento de ligagdo ao antigeno dos mesmos sé&o

administrados em combinagdo com um anticorpo anti-C TLA-4.
[044] Em algumas modalidades, a revelagéo
fornece uma composicéo farmacéutica que compreende um ou mais

dos mAbs anti-SIRP o ou fragmentos de ligagdo ao antigeno

revelados no presente documento, opcionalmente em f ormas
quiméricas ou humanizadas, e um carreador, diluente ou
excipiente farmacologica ou fisiologicamente aceita vel.

[045] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacdo ao antigeno dos mesmos se d estinam ao

uso em terapia humana.

[046] Em algumas modalidades, os mAbs anti-SIRP o
ou fragmento de ligacdo ao antigeno dos mesmos se d estinam ao
uso na prevencgao ou tratamento de cancer em um paci ente humano.

[047] Anteriormente a presente revelacéo, havia
uma necessidade de identificar mAbs anti-SIRP o que possuissem
os perfis funcionais conforme descrito no presente documento.

Os mAbs anti-SIRP o da presente revelagao exibem uma combinacgao
de propriedades que tornam os mAbs particularmente vantajosos
para uso em terapia humana, particularmente na prev encao e/ou

tratamento de canceres sélidos e hematoldgicos.

[048] Em algumas modalidades, o cancer é
selecionado dentre leucemia, um linfoma, mieloma mu Itiplo,
cancer de ovario, cancer de mama, cancer endometria [, cancer
de célon (cancer colorretal), cancer retal, cancer de bexiga,
cancer urotelial, cancer de pulmao (cancer de pulma ode células
nao pequenas, adenocarcinoma do pulméo, carcinoma d e células
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escamosas do pulmao), cancer brénquico, cancer 6sse 0, cancer
de prostata, cancer pancreatico, cancer gastrico, ¢ arcinoma
hepatocelular, cancer de vesicula biliar, cancer de ducto
biliar, cAncer de esbdfago, carcinoma de células ren ais, cancer
de tireoide, carcinomade células escamosas da cabe ¢cae pescoco
(cancer de cabeca e pescoco), cancer testicular, ca ncer da
glandula endocrina, céancer da glandula adrenal, céan cer da
glandula pituitaria, cancer da pele, cancer dos tec idos moles,
cancer dos vasos sanguineos, cancer cerebral, cance r dos
nervos, cancer de olhos, céancer de meninges, cancer de
orofaringe, cancer de hipofaringe, cancer de colo d o Utero e
cancer de utero, glioblastoma, meduloblastoma, astr ocitoma,
glioma, meningioma, gastrinoma, neuroblastoma, mela noma,
sindrome mielodisplasica e um sarcoma.

[049] Em algumas modalidades, a leucemia €
selecionada de leucemia é selecionada dentre o grup 0 que
consiste em mastocitose sistémica, leucemia linfoci tica aguda
(linfoblastica) (ALL), ALL de células T, leucemia m ieloide
aguda (AML), leucemia mielogénica, leucemia linfoci tica
cronica (CLL), leucemia mieloide cronica (CML),
distarbio/neoplasma mieloproliferativo, sindrome
mielodisplasica, leucemia de células monociticas e leucemia de
células plasmaéticas; em que o dito linfoma é seleci onado dentre
0 grupo que consiste em linfoma histiocitico e linf oma de
células T, linfomas de células B, incluindo linfoma de Hodgkin
e linfoma n&o Hodgkin, como linfoma ndo Hodgkin de grau
baixo/folicular (NHL), linfoma celular (FCC), linfo ma de
células do manto (MCL), linfoma difuso de células g randes
(DLCL), NHL linfocitico pequeno (SL), NHL de grau
intermediério/folicular, NHL difuso de grau interme diario, NHL
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imunoblastico de grau alto, NHL linfoblastico de gr au alto,
NHL de células pequenas ndo clivadas de alto grau, NHL de
doenca volumosa e macroglobulinemia de Waldenstrom; e em que
o dito sarcoma é selecionado dentre o grupo que con siste em
osteossarcoma, sarcoma de Ewing, leiomiossarcoma, s arcoma
sinovial, sarcoma alveolar de partes moles, angioss arcoma,
lipossarcoma, fibrossarcoma, rabdomiossarcoma e
condrossarcoma.

[050] Em algumas modalidades, é revelado um
método para o ensaio da expresséo de SIRP o em células tumorais
e/ou imunes com o uso de um anticorpo monoclonal an ti-SIRP o ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo que se i ga
especificamente a um epitopo na sequéncia de SEQ ID NO:121.

[051] Em algumas modalidades, o método
compreende a obtencdo de uma amostra do paciente, a colocacao
da amostra do paciente em contato com um anticorpo monoclonal

anti-SIRP o ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo, que

se liga especificamente a um epitopo na sequéncia d e SEQ ID
NO:121, e o0 ensaio para ligacdo do anticorpo a amos tra do
paciente, em que a ligacdo do anticorpo a amostra d 0 paciente
é digandstica da expressao de SIRP o emumaamostra do paciente.
[052] Em algumas modalidades, é revelado um
método para o ensaio da expresséo de SIRP v em células tumorais
e/ou imunes com o0 uso de um anticorpo monoclonal an ti-SIRP o ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo que se i ga
especificamente a um epitopo na sequéncia de SEQ ID NO:122.
[053] Em algumas modalidades, o método
compreende a obtengcdo de uma amostra do paciente, a colocacao
da amostra do paciente em contato com um anticorpo monoclonal

anti-SIRP v ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo, que
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se liga especificamente a um epitopo na sequéncia d e SEQ ID
NO:122, e o0 ensaio para ligacdo do anticorpo a amos tra do
paciente, em que a ligacdo do anticorpo a amostra d 0 paciente
é diagndstica da expressao de SIRP y em umaamostra do paciente.

[054] Em algumas modalidades, o tumor € um tumor
cancerigeno primario ou um tumor cancerigeno metast atico.

[055] Em algumas modalidades, o ensaio para
ligacdo do anticorpo monoclonal anti-SIRP o ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo a amostra do paciente utiliza
identificacdo imuno-histoquimica de uma amostra de tecido,
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) ou citom etria de
fluxo.

[056] Em algumas modalidades, o método
compreende células tumorais, e 0 ensaio compreende 0 ensaio
para a ligacao do anticorpo monoclonal anti-SIRP o ou fragmento
de ligacédo ao antigeno do mesmo a células tumorais na amostra
do paciente.

[057] O escopo adicional da aplicabilidade da
presente revelacdo se tornara evidente a partir da descricéo
detalhada fornecida abaixo. Entretanto, deve-se com preender
que a descricdo detalhada e os exemplos especificos , embora
indiguem modalidades da revelacdo, sdo fornecidos a penas a
titulo de ilustracao, visto que varias mudancas e m odificacdes
no espirito e escopo da revelacdo se tornardo evide ntes para
aquelesversados natécnicaapartirdestadescrica odetalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[058] O disposto acima e outros aspectos,
recursos e vantagens da presente revelacdo serdo ma is bem
compreendidos a partir das descricdes detalhadas a seqguir
tomadas em conjunto com o desenho anexo (ou desenho S anexos),
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todos os quais sdo fornecidos apenas a titulo de il ustracéo e
nao sao limitados na presente revelacao.
[059] Figura 1A - Figura 1V . Ligacao de

anticorpos anti-SIRP a SIRP o humana. A ligacdo de anticorpos

anti-SIRPa SIRP ohumanarecombinante foi determinadapor ELISA
em fase solida. Placas de ELISA de alta ligagdo for am

revestidas com SIRP o humana recombinante, e concentracoes

crescentes de anticorpos anti-SIRP foram adicionada s por 1
hora. Os pocos foram lavados e, entdo, incubados co m anticorpo

secundario identificado com HRP por 1 hora seguido pela adicao

de substrato de peroxidase, e a absorvancia a 450 n m foi
medida.

[060] Figura 2 . Ligacdo de mAbs derivados de
hibridoma (SIRP1, SIRP2 e SIRP3) a SIRP o que expressa células
THP1. Aligacédo de SIRP1, SIRP2 e SIRP3 a linhagem de células
monociticas THP-1 foi determinada. As células foram incubadas
com concentracdes crescentes de anticorpo por 1 h. As células
foram lavadas e, entdo, incubadas com anticorpo sec undario
identificado com Alexaflour 647 por 1 h. As células foram
lavadas, e a ligacdo do anticorpo foi medida com o uso de

citometria de fluxo.

[061] Figura 3A - Figura 3V . Ligacdo de
anticorpos anti-SIRP a SIRP gama humana. A ligacao de
anticorpos anti-SIRP a SIRP gama humana recombinant e (SIRP v)
foi determinada por ELISA em fase sélida. Placas de ELISA de

alta ligagdo foram revestidas com SIRP gama humana

recombinante, e concentragdes crescentes de anticor pos anti-
SIRP foram adicionadas por 1 hora. Os pocos foram | avados e,
entdo, incubados com anticorpo secundario identific ado com HRP
por 1 hora seguido pela adicdo de substrato de pero xidase, e
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a absorvancia a 450 nm foi medida.

[062] Figura4A—Figura4B .Ligacdo de mAbs SIRP
a SIRP vy que expressa células T Jurkat. A ligacdo de SIRP1 ,
SIRP2, SIRP3, SIRP4 e SIRP9 a células T Jurkat de A LL foi
determinada. As células foram incubadas com concent racoes
crescentes de anticorpo Figura4A ;oul0 ug/mldos anticorpos
anti-SIRP por 1 h; Figura 4B . As células foram lavadas e,
entdo, incubadas com anticorpo secundario identific ado com
Alexaflour 647 por 1 h. As células foram lavadas, e a ligacao
do anticorpo foi medida com o uso de citometria de fluxo.

[063] Figura 5A — Figura 5G . Bloqueio de ligacao
de CD47/SIRP o humano por anticorpos anti-SIRP. A capacidade de
anticorpos anti-SIRP para bloquear a interacdo entr e CD47 e
SIRa humana recombinante foi determinada por ELISA em f ase
sélida. Placas de ELISA de alta ligacédo foram reves tidas com

SIRPo humana recombinante, e concentracdes crescentes de

anticorpos anti-SIRP foram adicionadas por 1 hora. Os pocos
foram lavados e, entdo, incubados comum CD47 human o etiquetado
com Fc por 1 hora. Os pocos foram lavados e, entéo, incubados
com um anticorpo secundario identificado com HRP po r 1 hora
seguido pela adicéo de substrato de peroxidase, e a absorvancia

a 450 nm foi medida.

[064] Figura 6A — Figura 6H . Bloqueio de ligacao
de CD47/SIRP v humano por anticorpos anti-SIRP. A capacidade de
anticorpos anti-SIRP para bloquear a interagéo entr e CD47 e
SIRPy humana recombinante foi determinada por ELISA em f ase
sélida. Placas de ELISA de alta ligacao foram reves tidas com

SIRPy humana recombinante, e concentragcfes crescentes de
anticorpos anti-SIRP foram adicionadas por 1 hora. Os pocos
foramlavados e, entdo, incubados comum CD47 human o etiquetado
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com Fc por 1 hora. Os pocos foram lavados e, entéo,
com um anticorpo secundario identificado com HRP po
seguido pela adicdo de substrato de peroxidase, e a

a 450 nm foi medida.

incubados
r 1 hora

absorvancia

[065] Figura 7A — Figura 7B . Anticorpos anti-

SIRP intensificam a fagocitose. Macréfagos humanos

colocados em placas a uma concentragao de 3x10

foram

4 células por

poco em uma placa de 96 pocos, e permitiu-se a ades ao por 24
horas. 8x10 4 células T Jurkat humanas identificadas com CFSE
(1 uM) e concentracbes crescentes de anticorpos ant i-SIRP,
Figura 7A ; ou 10 ug/ml dos anticorpos anti-SIRP, Figura 7B
foram adicionados as culturas de macréfagos e incub ados a 37
°C por 3 horas. Células Jurkat ndo fagocitadas fora mremovidas,
e as culturas de macrdéfagos foram lavadas. Os macro6 fagos foram
tripsinizados e manchados para CD14. Citometria de fluxo foi
usada para determinar a porcentagem de células CD14 */CFSE* na
populacdo de CD14 - total.

[066] Figura 8A — Figura 8J . Anticorpos anti-
SIRP intensificam a fagocitose em combinacdo com an ticorpos
anti-CD47. Macréfagos humanos foram colocados em pl acas a uma

concentracdo de 3x10 4 células por poco em uma placa de 96

pocos, e permitiu-se a adesao por 24 horas. 8x10
Jurkat humanas identificadas com CFSE (1 uM) e conc
crescentes de anticorpos anti-SIRP isoladamente, an
anti-CD47 isoladamente ou uma combinacdo de anticor
SIRP e anticorpo anti-CD47 foram adicionados as cul
macréfagos e incubados a 37 °C por 3 horas. Células
fagocitadas foram removidas, e as culturas de macro
lavadas. Os macrofagos foram tripsinizados e mancha

CD14. Citometria de fluxo foi usada para determinar
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porcentagem de células CD14 */CFSE* na populacéo de CD14 * total.
[067] Figura 9A — Figura 9D . Anticorpos anti-

SIRP intensificam a fagocitose em combinacdo com an ticorpos

anti-CD20. Macrofagos humanos foram colocados em pl acas a uma
concentracdo de 3x10 4 células por poco em uma placa de 96

pocos, e permitiu-se a adeséo por 24 horas. 8x10 4 células de
linfoma RAJI humanas identificadas com CFSE (1 uM) e
concentracdes crescentes de anticorpos anti-SIRP is oladamente,
o anticorpo anti-CD20 Rituxan isoladamente ou uma c ombinacéo
de anticorpos anti-SIRP e Rituxan foram adicionados asculturas
de macréfagos e incubados a 37 °C por 3 horas. Célu las RAJI
nao fagocitadas foram removidas, e as culturas de m acrofagos
foram lavandas. Os macroéfagos foram tripsinizados e manchados
para CD14. Citometria de fluxo foi usada para deter minar a
porcentagem de células CD14 */CFSE* na populacédo de CD14 * total.
[068] Figura 10A — Figura 10B . Anticorpos anti-
SIRP intensificam a fagocitose em combinacdo com an ticorpos
anti-EGFR e anti-PD-L1. Macrofagos humanos foram co locados em
placas a uma concentracdo de 3x10 4 células por poco em uma
placa de 96 pocos, e permitiu-se a adesao por 24 ho ras. 8x10 4
HNSCC FaDu humano identificado com CFSE (1 uM) e co ncentragdes
crescentes de anticorpos anti-SIRP isoladamente, o anticorpo
anti-EGFR Erbitux isoladamente ou anticorpos anti-S IRP em
combinagdo com Erbitux ou em combinagcdo com Aveluma be foram
adicionados as culturas de macréfagos e incubados a 37 °C por
3 horas. Células FaDu néao fagocitadas foram removid as, e as
culturas de macréfagos foram lavadas. Os macrofagos foram
tripsinizados e manchados para CD14. Citometria de fluxo foi
usada para determinar a porcentagem de células CD14 */CFSE* na

populacdo de CD14 * total.
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[069] Figurall . Anticorpos anti-SIRP se ligam a

SIRPa em macréfagos e células dendriticas. A ligacdo de

anticorpos anti-SIRP a macrofagos ou células dendri ticas
humanas foi determinada. Macréfagos derivados de mo nocito
humano foram incubados com concentragbes crescentes de
anticorpos anti-SIRP por 1 h. As células foram lava das e,
entdo, incubadas com anticorpo secundario identific ado com
AF647 por 45 min, lavadas, e a ligacédo do anticorpo foi medida

com o uso de citometria de fluxo.

[070] Figura 12A — Figura 12C . Anticorpos anti-
SIRP se ligam a SIRP vy em ceélulas T virgens e ativadas. A
ligacdo de anticorpos anti-SIRP a células T virgens ( Figura
12A e Figura 12B ) ou a células T ativadas ( Figura 12C ) apos
ativacdo de 3 dias em placas revestidas com anti-CD 3 foi
determinada por citometria de fluxo. As células T f oram
incubadas com concentracfes crescentes de anticorpo s anti-SIRP
por 1 h, as células foram lavadas, e anticorpo secu ndario anti-
camundongo identificado com FITC foi adicionado por 1h. As
células foram lavadas, e a ligacao do anticorpo foi medida com

0 uso de citometria de fluxo.

[071] Figura 13 . Bloqueio de ligacdo de
CDA47/SIRP o humano por anticorpos anti-SIRP em macréfagos. A
capacidade de anticorpos anti-SIRP para bloquear a interacao
entre CD47 humano recombinante e SIRP o expressa em macréfago
foi determinada por citometria de fluxo. Os recepto res Fc nos
macréfagos foram bloqueados antes da incubagdo com 10 ug/ml
dos anticorpos anti-SIRP. A ligacdo de CD47 humano etiquetado
com Fc soluvel (20 ug/ml) foi medida com o uso de anticorpo

secundério anti-humano etiquetado com AF647.
[072] Figura 14A — Figura 14B . Anticorpos anti-
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SIRP néo inibem a proliferacdo de células T mediant e estimulo
de células dendriticas alogénicas. O efeito de anti corpos anti-
SIRP na proliferagéo de células T foi determinado a tivando-se
células T CD3 humanas identificadas com CellTrace V iolet com
células dendriticas derivadas de mondcito humano al o0génico em
uma razdo células T:DC de 1:5 na presenca de 10 pg/ml de
anticorpos anti-SIRP. Citometria de fluxo foi usada para
determinar a porcentagem de células T CD3 prolifera das apos
cocultura de 6-7 dias. A linha pontilhada represent a
proliferacéo de controle de higG4P.

[073] Figural5 . Anticorpos anti-SIRP nao inibem
aresposta de memoériado antigeno. O efeito de anti corpos anti-
SIRP em respostas de memoria do antigeno de células T foi
avaliado com o uso de PBMC de doador soropositivo p ara
citomegalovirus humano. PBMC identificado com coran te
CellTrace Violet foram incubadas com 10 ug/ml de anticorpos
anti-SIRP na presenca de concentracfes crescentes d e antigeno
para CMV por 5 dias. A proliferacdo de células T fo i
determinada pela diluicdo do corante CellTrace Viol et na
populacao de células T CD4+ com o uso de citometria de fluxo.

DESCRICAO DETALHADA DA REVELACAO
Definicoes

[074] A menos que definido de outro modo, o0s
termos cientificos e técnicos usados em conexao com a presente
revelacdo devem ter o0s significados que s&o comumen te
compreendidos por aqueles de habilidade comum na té chica.
Adicionalmente, a menos que exigido de outro modo p elo
contexto, termos no singular devem incluir pluralid ades e
termos no plural devem incluir o singular. Em geral , as
nomenclaturas utilizadas em conexdo com cultura cel ular e

Peticdo 870210061351, de 06/07/2021, pag. 33/149



31/114

tecidual, biologia molecular e quimica e hibridizag ao de
proteinas e oligo ou polinucleotideos, e as técnica s das
mesmas, descritas no presente documento sao aquelas bem

conhecidas e comumente usadas na arte.

[075] Conforme usado no presente documento, 0S
termos “SIRP o” e “substrato de proteina tirosina fosfatase
contendo dominio de homologia Src 2 (SH2) 1 (SHPS-1 )" séo

sinbnimos e podem ser usados intercambiavelmente.

[076] O termo “anticorpo anti-SIRP o” se refere a
um anticorpo da revelac&o que se destina ao uso com 0 um agente
terapéutico ou diagnostico e se liga especificament e aSIRP «,
em particular, a uma SIRP o humana.

[077] O termo “anti-SIRP” se refere a um
anticorpo da revelacdo que se destina ao uso como u m agente
terapéutico ou diagnostico e se liga especificament e aSIRP «,
em particular, a uma SIRP o humana, a uma ou ambas dentre duas
variantes comuns identificadas, SIRP oVl e SIRP oV2, elou

variantes de SIRP vy e anticorpo das mesmas.

[078] Conforme usado no presente documento, 0
termo “anticorpo” se refere a moléculas de imunoglo bulina e a
por¢cBdes imunologicamente ativas de moléculas de imu noglobulina
(lg), isto é, moléculas que contém um sitio de liga cédo ao
antigeno que se liga especificamente a (imunorreage com) um
antigeno. Por “se liga especificamente” ou “imunorr eage com”
ou “direcionado contra” entende-se que o anticorpo reage com
um ou mais determinantes antigénicos do antigeno de sejado e
nao reage com outros polipetideos ou se liga a uma afinidade
muito inferior (K da > 10 € M). Anticorpos incluem, porém sem
limitag&o, anticorpos policlonais, monoclonais, qui méricos, de
fragmentos Fab, de fragmentos Fab', de fragmentos F (ab’) 2, de
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fragmentos Fv de cadeia Unica e de um braco.

[079] Conforme usado no presente documento, 0
termo *“anticorpo monoclonal (mAb)”, conforme aplica do aos
presentes compostos de anti-SIRP o, se refere a um anticorpo
que é derivado de uma Unica coOpia ou clone, incluin do, por
exemplo, qualquer clone eucariético, procariético o u de fago,
e ndo do método pelo qual é produzido. Anticorpos m onoclonais
dapresente revelacao existem, de preferéncia,emu mapopulacéo
homogénea ou substancialmente homogénea. mAbs compl etos contém

2 cadeias pesadas e 2 cadeias leves.

[080] Um “fragmento de anticorpo” se refere a
uma molécula diferente de um anticorpo intacto que compreende
uma porcao de um anticorpo intacto que se liga ao a ntigeno ao
qual o anticorpo intacto se liga. Exemplos de fragm entos de
anticorpo incluem, porém sem limitacao, Fv, Fab, Fa b', Fab' -
SH, F(ab"2; diacorpos; anticorpos lineares; molécu las de
anticorpo de cadeia unica (por exemplo, scFv); e an ticorpos
multiespecificos formados de partir de fragmentos d e
anticorpo.

[081] Conforme revelado no presente documento,
“compostos de anticorpo” se referem a mAbs e fragme ntos de
ligacdo ao antigeno dos mesmos. Compostos de antico rpo
adicionais que exibem propriedades funcionais simil ares de
acordo com a presente revelacao podem ser gerados p or métodos
convencionais. Por exemplo, camundongos podem ser i munizados

com SIRP o« humana ou fragmentos da mesma, 0s anticorpos

resultantes podem ser recuperados e purificados e a

determinacdo da possibilidade de o0s mesmos possuire m
propriedades de ligacdo e funcionais similares ou i guais as
dos compostos de anticorpo revelados no presente do cumento
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pode ser avaliada pelos métodos revelados nos Exemp los.
Fragmentos de ligagdo ao antigeno podem também ser preparados
por métodos convencionais. Métodos para produzir e purificar
anticorpos e fragmentos de ligagdo ao antigeno séo bem
conhecidos na técnica e podem ser encontrados, por exemplo, em
Harlow e Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual , Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova York,
capitulos 5-8 e 15.

[082] Conforme revelado no presente documento,
“anticorpos multiespecificos” sdo, por exemplo, ant icorpos
biespecificos, triespecificos ou tetraespecificos. Em algumas
modalidades, os anticorpos multiespecificos tém com o alvo

SIRPa e/ou SIRP v e pelo menos uma outra especificidade de
ligacdo ao antigeno em uma molécula. Em algumas mod alidades,
0s anticorpos multiespecificos podem, simultaneamen te, ter

como alvo SIRP o e/ou SIRP v e pelo menos um segundo antigeno

(biespecifico), ou pelo menos um segundo e terceiro antigeno
(triespecifico) ou pelo menos um segundo, terceiro e quarto
antigeno (tetraespecifico), em que o0 segundo antige no,
terceiro antigeno e quarto antigeno esta em uma cel ulatumoral,

conforme revelado no presente documento.

[083] Anticorpos biespecificos sao anticorpos
que tém duas especificidades de ligacdo ao antigeno diferentes
em uma molécula. Consequentemente, anticorpos tries pecificos
sao anticorpos que tém trés especificidades de liga ¢do ao
antigeno diferentes em uma molécula. Anticorpos
tetraespecificos séo anticorpos que tém quatro espe cificidades
de ligacdo ao antigeno diferentes em uma molécula. Em uma
modalidade, os anticorpos anti-SIRP o, conforme revelado no
presente documento, sao anticorpos biespecificos qu e tém como
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alvo SIRP « e/ou SIRP vy e um segundo antigeno em uma célula

tumoral, conforme revelado no presente documento.
[084] Os
anticorpos nos quais uma porcao da cadeia pesada e/

anticorpos  monoclonais

idéntica ou homédloga a sequéncias correspondentes
anticorpos murinos, em particular, as CDRs murinas,
o restante da cadeia (ou cadeias) é idéntico ou hom
sequéncias correspondentes em anticorpos humanos. O
modalidades da revelacdo incluem fragmentos de liga
antigeno desses anticorpos monoclonais que exibem p
de ligacdo e biolégicas similares ou idénticas as d
anticorpos monoclonais. Os anticorpos da presente r
podem compreender regides constantes de cadeia leve
lambda e regides constantes de IgA, IgD, IgE, 1gG o
cadeia pesada, incluindo aquelas de subclasses de |
IgG2, 1gG3 e IgG4, e, em alguns casos, com varias m
para alterar a funcéo do receptor Fc.
[085]
CDRs murinas presentemente reveladas podem ser prep
qualquer um dos varios métodos conhecidos por aquel
na técnica, incluindo métodos de DNA recombinante.
[086]
e melhoramento genético de anticorpos podem ser enc
porexemplo,emP.Chames, edi¢éo, (2012)
Methods and Protocols, Second Edition (Methods in M
Biology, Livro 907)
(2011)

Medicine and Medicinal Chemistry, Livro 4)

Wood, edicéo,

Press; R. Kontermann e S. Dubel, edi¢des, (2010)
Engineering, Volumes 1 e 2
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edicdo; e W. Strohl e L. Strohl (2012) Therapeutic antibody
engineering: Current and future advances driving th e strongest
growth area in the pharmaceutical industry , publicacdo de
Woodhead.

[087] Métodos para produzir e purificar
anticorpos e fragmentos de ligagdo ao antigeno séo bem
conhecidos na técnica e podem ser encontrados, por exemplo, em
Harlow e Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual , Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova York,
capitulos 5-8 e 15.

[088] Um anticorpo de comprimento total,
conforme existe naturalmente, € uma molécula de imu noglobulina
emformatode “Y” que compreende quatro cadeias pol ipeptidicas:
duas cadeias pesadas (H) idénticas e duas cadeias | eves (L)
idénticas, interconectadas por ligagcfes dissulfeto. A porcao
terminal amino de cada cadeia, denominada regido de ligacdo ao
antigeno do fragmento (FAB), inclui uma regidao vari avel de
cerca de 100-110 ou mais aminoacidos, principalment e
responsavel pelo reconhecimento de antigeno por mei o das
regides determinantes de complementaridade (CDRS) ¢ ontidas na
mesma. A porcao terminal carboxi de cada cadeia def ine uma
regido constante (a regiao “Fc”), principalmente re sponsavel

pela funcao efetora.

[089] As CDRs sao intercaladas com regides que
sdo mais conservadas, denominadas frameworks (“FRs” ).
Sequéncias de aminoacidos de muitos FRs sdo bem con hecidas na
técnica. Cada regido variavel de cadeia leve (LCVR) e cada
regido variavel de cadeia pesada (HCVR) sdo compost as por 3
CDRs e 4 FRs, dispostos a partir da terminagdo amin o até a
terminacdo carboxi na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR 2, CDR2,
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FR3, CDR3, FR4. As 3 CDRs da cadeia leve sdo denomi nadas
“LCDRI, LCDR2 e LCDR3” e as 3 CDRs da cadeia pesada sao
denominadas “HCDR1, HCDR2 e HCDR3". As CDRs contém a maior
parte dos residuos que formam interacdes especifica S com o
antigeno. A numeracdo e 0 posicionamento de residuo s de

aminoacidos de CDR nas regides LCVR e HCVR estdo em

conformidade com a convencdo bem conhecida da numer acao de
Kabat, Kabat et al . (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest , 52 edicdo. Publicacdo NIH n 091-3242.
[090] Conforme descrito no presente documento, o
“sitio de ligacdo ao antigeno” pode também ser defi nido como
as “regides hipervariaveis”, “HVRs” ou “HVs”, e se refere as
regides estruturalmente hipervariaveis de dominios variaveis
de anticorpo conforme definido por Chothia e Lesk ( Chothia e
Lesk, Mol. Biol. 196:901-917, 1987). Ha seis HVRs, trés em VH
(H1, H2, H3) e trés em VL (L1, L2, L3). As CDRs, co nforme
definido por Kabat, foram usadas no presente docume nto, exceto

em H-CDR1, que é estendida de modo a incluir H1.

[091] Ha cinco tipos de cadeias pesadas de
imunoglobulina (Ig) de mamiferos, denotados pelas | etras
gregas o (alfa), 5 (delta), e (épsilon), v (gama) e u (mi),
gue definem a classe ou o isotipo de um anticorpo ¢ omo IgA,
IgD, IgE, IgG ou IgM, respectivamente. Anticorpos | gG podem,
ainda, ser divididos em subclasses, por exemplo, Ig Gl, 1gG2,
1gG3 e IgGA4.

[092] Cada tipo de cadeia pesada é caracterizado
por uma regido constante especifica com uma sequénc ia bem
conhecida na técnica. A regido constante € idéntica em todos
0s anticorpos do mesmo isotipo, mas difere em antic orpos de
isotipos diferentes. Cadeias pesadas vy, oe & tém uma regiao
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constante composta por trés dominio de imunoglobuli na (Ig) em
tandem e uma regido de dobradica para adi¢ao de fle xibilidade.
Cadeias pesadas u e ¢ tém uma regido constante composta por
quatro dominios de Ig.

[093] A regido de dobradica € um trecho de
aminoacido flexivel que liga as porcbes Fc e Fab de um
anticorpo. Essa regido contém residuos de cisteina que podem
formar ligacOes dissulfeto que unem duas cadeias pe sadas.

[094] A regido variavel da cadeia pesada é
diferente em anticorpos produzidos por células B di ferentes,
mas € a mesma paratodos os anticorpos produzidos p or umaunica
célula B ou clone de células B. A regido variavel d e cada
cadeia pesada tem aproximadamente 110 aminoacidos d e

comprimento e € composta por um unico dominio de Ig

[095] Em mamiferos, as cadeias leves sao
classificadas como capa ( k) ou lambda ( A) e séo caracterizadas
por uma regido constante especifica conforme conhec ido na
técnica. Uma cadeia leve tem dois dominios sucessiv 0S: um
dominio variavel na extremidade terminal amino e um dominio
constante na extremidade terminal carboxi. Cada ant icorpo
contém duas cadeias leves que sédo sempre idénticas; apenas um
tipo de cadeia leve, K OU A, esta presente por anticorpo em
mamiferos.

[096] A regido Fc, composta por duas cadeias
pesadas que contribuem com trés ou quatro dominios constantes,
dependendo da classe do anticorpo, desempenha um pa pel na
modulagdo da atividade de células imunes. Ligando-s e as
proteinas especificas, a regiao Fc assegura que cad a anticorpo
gere uma resposta imune adequada para um determinad o antigeno.
Aregido Fc também se liga a varios receptores celu lares, como
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receptores Fc, e a outras moléculas imunes, como pr oteinas
complementares. Ao fazer isso, a mesma medeia difer entes
efeitos fisiologicos, incluindo opsonizacao, lise ¢ elular e

degranulacdo de mastocitos, basdfilos e eosinofilos

[097] Conforme usado no presente documento, o
termo “epitopo” se refere a uma disposicdo especifi ca de
aminodcidos localizados em um peptideo ou uma prote ina a qual
um anticorpo ou fragmento de anticorpo se liga. Epi topos
frequentemente consistem em um grupamento de molécu las de
superficie quimicamente ativa, como aminoacidos ou cadeias
laterais de acucar, e tém caracteristicas estrutura is
tridimensionais especificas, bem como caracteristic asde carga
especificas. Epitopos podem ser lineares, isto €&, e nvolver a

ligacdo a wuma Unica sequéncia de aminoacidos, ou

conformacionais, isto €, envolver a ligacdo a duas ou mais
sequéncias de aminoacidos em varias regides do anti geno que
podem nado ser necessariamente contiguas a sequéncia linear.

[098] Conforme usado no presente documento, 0s
termos “se liga especificamente”, “ligar especifica mente”,
“ligacdo especifica” e semelhantes, conforme aplica do aos
presentes compostos de anticorpo, se referem a capa cidade de
um agente de ligacdo especifico (como um anticorpo) para se
ligar a uma espécie molecular alvo em vez de se lig ar a outra
espécie molecular com a qual o agente de ligagéo es pecifico e
a espécie molecular alvo sdo misturados por adi¢éo. Diz-se que
um agente de ligacéo especifico reconhece especific amente uma

espécie molecular alvo quando o mesmo pode se ligar
especificamente a esse alvo.

[099] Conforme usado no presente documento, o
termo “afinidade de ligagdo” se refere a forca de | igagao de
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uma molécula a uma outra molécula em um sitio na mo lécula. Se
uma molécula especifica se ligard ou especificament e se
associard a uma outra molécula especifica, diz-se q ue essas
duas moléculas exibem afinidade de ligacdo entre si A
afinidade de ligacdo estd relacionada com a constan te de
associacdo e a constante de dissociagdo para um par de
moléculas, mas ndo € fundamental para os métodos no presente
documento que essas constantes sejam medidas ou det erminadas.
Em vez disso, as afinidades, conforme usado no pres ente
documento para descrever interacbes entre moléculas dos
meétodos descritos, sdo geralmente afinidades aparen tes (a
menos que especificado de outro modo) observadas em estudos
empiricos, que podem ser usados para comparar a for carelativa
com a qual uma molécula (por exemplo, um anticorpo ou outro
parceiro de ligacdo especifico) ligara duas outras moléculas
(por exemplo, duas versdes ou variantes de um pepti deo). Os
conceitos de afinidade de ligacédo, constante de ass ociacéo e
constante de dissociacdo sdo bem conhecidos.

[100] Conforme usado no presente documento, 0
termo “identidade de sequéncia” significa a porcent agem de
residuos idénticos de nucleotideos ou aminoacidos e m posi¢des
correspondentes em duas ou mais sequéncias, quando as
sequéncias estdo alinhadas para maximizar a compati bilidade de
sequéncia, isto €, considerando lacunas e insergdes A
identidade pode ser prontamente calculada por métod 0s
conhecidos, incluindo, porém sem limitacdo, aqueles descritos

em: Computational Molecular Biology
Oxford University Press, Nova York, 1988;
Informatics and Genome Projects
Press, Nova York, 1993;
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Partel , Griffin, A. M. e Griffin, H. G., edi¢gdes, Human P ress,
Nova Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology ,von
Heinje, G., Academic Press, 1987; e Sequence Analysis Primer :
Gribskov, M. e Devereux, J., edicbes, M Stockton Pr ess, Nova
York, 1991; e Carillo, H. e Lipman, D., SIAM J. Applied Math. ,
48: 1073 (1988). Métodos para determinar a identida de sao
projetados para fornecer a maior compatibilidade en tre as
sequéncias testadas. Ademais, métodos para determin ar a
identidade s&o codificados em programas de computad or

publicamente disponiveis.

[101] Alinhamento ideal de sequéncias para
comparacao pode ser conduzido, por exemplo, pelo al goritmo de
homologia local de Smith e Waterman, pelos algoritm os de
alinhamento de homologia, pelo método de buscapor similaridade
ou por implementa¢cdes computadorizadas desses algor itmos (GAP,
BESTFIT, PASTA e TFASTA no pacote GCG Wisconsin, di sponivel
junto a Accelrys, Inc., Sao Diego, Califérnia, Esta dos Unidos
da América), ou por inspecéo visual. Consultar, de modo geral,
Altschul, S. F. etal ., J. Mol Biol. 215: 403-410 (1990) e
Altschul etal . Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402 (1997).

[102] Um exemplo de um algoritmo que € adequado
para determinar o percentual de identidade de sequé ncia e a
similaridade de sequéncias é o algoritmo BLAST, que € descrito
em (Altschul, S., etal ., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; e
Altschul, S., etal ., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). O
software para realizar andlises BLAST esta publicam ente
disponivel através do National Center for Biotechno logy
Information. Esse algoritmo envolve primeiro identi ficar pares
de sequéncia de alta pontuacdo (HSPs) identificando -se
palavras curtas de comprimento W na sequéncia de co nsulta, que
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sdo compativeis ou satisfazem alguma pontuacdo limi trofe de
valor positivo T, quando alinhadas com uma palavra do mesmo
comprimento em uma sequéncia do banco de dados. T é denominado

o limiar de pontuacédo da palavra nas proximidades.

[103] Essas compatibilidades de palavras nas
proximidades iniciais atuam como sementes para a in iciagao de
pesquisas para encontrar HSPs mais longos contendo as mesmas.
As compatibilidades de palavras sao, entao, estendi dasemambas
as direcbes ao longo de cada sequéncia na medida em que a
pontuacdo de alinhamento cumulativa possa ser aumen tada. As
pontuacbes cumulativas sdo calculadas com o0 uso, pa ra
sequéncias de nucleotideos, dos parametros M (pontu acado de
compensacao para um par de residuos compativeis; se mpre; 0) e
N (pontuacdo de penalidade para residuos incompativ eis;
sempre; 0). Para sequéncias de aminoacidos, uma mat riz de
pontuacdo € usada para calcular a pontuacdo cumulat iva. A
extensdo das compatibilidades de palavras em cada d irecéo e
interrompida quando: a pontuacdo de alinhamento cu mulativa
cai uma quantidade X de seu valor maximo alcancado, apontuacao
cumulativa tende a zero ou abaixo de zero devido ao acumulo de
um ou mais alinhamentos de residuos de pontuacdo ne gativa ou
a extremidade de qualquer uma das sequéncias € alca ncada. Os

parametros do algoritmo BLAST W, T e X determinam a

sensibilidade e a velocidade do alinhamento. O prog rama BLASTN
(para sequéncias de nucleotideos) usa, como padrao, um
comprimento de palavra (W) de 11, uma expectativa ( E) de 10,
um recorte de 100, M =5, N = -4, e uma comparacao de ambas as
fitas. Para sequéncias de aminoéacidos, o programa B LASTP usa,
como padrdo, um comprimento de palavra (W) de 3, um a
expectativa (E) de 10 e a matriz de pontuacdo BLOSU M62.
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[104] Além de calcular o percentual de
identidade de sequéncia, o algoritmo BLAST também r ealiza uma
analise estatistica da similaridade entre duas sequ éncias. Uma
medida de similaridade fornecida pelo algoritmo BLA ST éamenor
probabilidade de soma (P(N)), que fornece uma indic acao da
probabilidade na qual uma compatibilidade entre dua S
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos poderia 0 correr por
acaso. Por exemplo, uma sequéncia de acidos nucleic os de teste
é considerada similar a uma sequéncia de referéncia se a menor
probabilidade de soma em uma comparacao da sequénci a de acidos
nucleicos de teste com a sequéncia de acidos nuclei cos de
referéncia for, em uma modalidade, inferior a cerca de0,1,em
uma outra modalidade, inferior a cercade 0,01 e, e m ainda uma

outra modalidade, inferior a cerca de 0,001.

[105] Conforme usado no presente documento, 0S

termos “humanizado”, “humanizacao” e semelhantes se referem ao
enxerto das CDRs de anticorpo monoclonal murino rev eladas no
presente documento em regides de FRs e constantes h umanas.
Também séo abrangidas por esses termos possiveis mo dificacoes
adicionais nas CDRs murinas, e FRs humanos, pelos m etodos
revelados, por exemplo, em Kashmiri et al . (2005) Methods
36(1):25-34 e Hou et al . (2008) J. Biochem. 144(1):115-120,
respectivamente, para melhorar varias propriedades de

anticorpo, conforme discutido abaixo.

[106] Conforme usado no presente documento, 0
termo “anticorpos humanizados” se refere a mAbs e f ragmentos
de ligagdo ao antigeno dos mesmos, incluindo os com postos de

anticorpo revelados no presente documento, que tém
propriedades de ligagao e funcionais de acordo com arevelagao

similares aquelas reveladas no presente documento e que tém
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regides de FRs e constantes, que sao substancialmen te humanas
ou completamente humanas, circundando as CDRs deriv adas de um

anticorpo nao humano.

[107] Conforme usado no presente documento, 0

termo “FR” ou “sequéncia framework” se refere a qua lquer um
dos FRs 1 a 4. Anticorpos humanizados e fragmentos de ligacéo
ao antigeno abrangidos pela presente revelacdo incl uem
moléculas em que qualquer um ou mais dos FRs 1 a 4 sao
substancial ou completamente humanos, isto €, em qu e qualquer
uma das possiveis combina¢des de FRs individuais su bstancial
ou completamente humanos 1 a 4 esta presente. Por e xemplo,
isso incluir moléculas nas quais FR1 e FR2, FR1 e F R3, FR1,
FR2 e FRS3, etc., sdo substancial ou completamente h umanos.
Frameworks substancialmente humanos sdo aqueles que tém pelo
menos 80% de identidade de sequéncia com uma sequén cia
framework de linhagem germinativa humana conhecida. De
preferéncia, os frameworks substancialmente humanos tém pelo
menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo men 0s 88%,
pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pel 0 menos
92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95% , pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 9 9% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia framework revelada
no presente documento ou com uma sequéncia framewor k de

linhagem germinativa humana conhecida.

[108] Frameworks completamente humanos sao
aqueles que sédo idénticos auma sequénciaframework delinhagem
germinativa humana conhecida. Sequéncias FR de linh agem
germinativa humana podem ser obtidas a partir do ba nco de dados
internacional ImMunoGeneTics (IMGT) e a partir de The
Immunoglobulin  FactsBook de Marie-Paule Lefranc e Gerard
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Lefranc, Academic Press, 2001, cujo contetdo esta i ncorporado
ao presente documento atitulo de referénciaem sua totalidade.
[109] The Immunoglobulin  Facts Book € um
compéndio dos genes da imunoglobulina de linhagem g erminativa
humana que sdo usados para criar o repertério de an ticorpos
humanos e inclui registros para 203 genes e 459 ale los, com um
total de 837 sequéncias exibidas. Os registros indi viduais
compreendem todos 0s genes constantes da imunoglobu lina humana
e genes de variavel de linhagem germinativa, divers idade e
unido que tém pelo menos um alelo funcional ou de q uadro de

leitura aberto e que estdo localizados nos trés loc i

principais. Por exemplo, FRs de cadeia leve de linh agem
germinativa podem ser selecionados dentre o grupo q ue consiste
em: IGKV3D-20, IGKV2-30, IGKV2-29, IGKV2-28, IGKV1- 27, IGKV3-
20, IGKV1-17, IGKV1-16, 1-6, IGKV1-5, IGKV1-12, IGK V1D-186,
IGKV2D-28, IGKV2D-29, IGKV3-11, IGKV1-9, IGKV1-39, IGKV1D-39
e IGKV1D-33 e IGKJ1-5 e FRs de cadeia pesada de lin hagem
germinativa podem ser selecionados dentre o grupo q ue consiste
em: IGHV1-2, IGHV1-18, IGHV1-46, IGHV1-69, IGHV2-5, IGHV2-26,
IGHV2-70, IGHV1-3, IGHV1-8, IGHV3-9, IGHV3-11, IGHV 3- 15,
IGHV3-20, IGHV3-66, IGHV3-72, IGHV3-74, IGHV4-31, | GHV3-21,
IGHV3-23, IGHV3-30, IGHV3-48, IGHV4-39, IGHV4-59 e IGHV5-51 e
IGHJ1-6.

[110] FRs substancialmente humanos sé&o aqueles
gue tém pelo menos 80% de identidade de sequéncia ¢ om uma
sequéncia FR de linhagem germinativa humana conheci da. De
preferéncia, os frameworks substancialmente humanos tém pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo men 0s 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade
de sequéncia com sequéncias framework reveladas no presente

Peticdo 870210061351, de 06/07/2021, pag. 47/149



45/114

documento ou com uma sequéncia framework de linhage

germinativa humana conhecida.

[111] CDRs abrangidas pela presente revelagao

incluem ndo s6 aquelas especificamente reveladas no
documento, mas também sequéncias de CDR que tém ide
sequéncia de pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo m
pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pel

presente
ntidades de
enos 90%,

0 menos 98%

ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia com um a sequéncia
de CDR revelada no presente documento. Alternativam ente, CDRs
abrangidas pela presente revelacdo incluem ndo sé a guelas
especificamente reveladas no presente documento, ma s também
sequéncias de CDR que tém 1, 2, 3, 4 ou 5 mudancas de
aminoacidos nas posicdes correspondentes em compara ¢cdo com as
sequéncias de CDR reveladas no presente documento. Tais CDRs
de sequéncia idéntica ou de aminoacidos modificados se ligam,

de preferéncia, ao antigeno reconhecido pelo antico rpo
intacto.

[112] Anticorpos humanizados, além daqueles
revelados no presente documento, que exibem proprie dades
funcionais similares de acordo com a presente revel acdo podem
ser gerados com o uso de diversos métodos diferente s, Almagro
et al . Frontiers in Biosciences . Humanization of antibodies.

(2008) janeiro 1; 13:1619-33. Em uma abordagem, as CDRs de
composto de anticorpo parental sdo enxertadas em um framework
humano que tem alta identidade de sequéncia com o f ramework de
composto de anticorpo parental. A identidade de seq uéncia do

novo framework tera geralmente pelo menos 80%, pelo

pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pel
89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%
93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%
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97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia com a sequéncia do framework corresponden te no
composto de anticorpo parental. No caso de framewor ks que tém
menos de 100 residuos de aminoacidos, um, dois, tré S, quatro,
cinco, seis, sete, oito, nove ou dez residuos de am ino&cidos
podem ser mudados. Esse enxerto pode resultar em um a reducao
na afinidade de ligagdo em comparacdo com aquela do anticorpo
parental. Se esse for o caso, o framework pode ser retromutado
para o framework parental em certas posicbes com ba se em
critérios especificos revelados por Queen etal .(1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA 88:2869. Referéncias adicionais que
descrevem métodos Uteis para gerar variantes humani zadas com
base na homologia e em retromutacdes incluem aquela s descritas
em Olimpieri et al . Bioinformatics . Fevereiro de 2015
1;31(3):434-435 e nas patentes U.S. n 95 4.816.397, 5.225.539 e
5.693,761; e 0o método de Winter e colaboradores (Jo nes etal
(1986) Nature 321:522-525; Riechmann et al . (1988) Nature
332:323-327; e Verhoeyen etal .(1988) Science 239:1534-1536.
[113] A humanizacdo comegou com a quimerizacao,
um meétodo desenvolvido durante a primeira metade da década de
80 (Morrison, S. L., M. J. Johnson, L. A. Herzenber g&V.T.
Oi: Chimeric human antibodies molecules: mouse anti gen-binding
domains with human cosntant region domains. Proc. Natl. Acad.
Sci. EUA |, 81, 6851-5 (1984)), que consiste em combinar 0s
dominios variaveis (V) de anticorpos murinos com do minios
constantes (C) humanos para gerar moléculas com ~70 % de

contelldo humano.

[114] Diversos métodos diferentes podem ser
usados para gerar os anticorpos humanizados que sao descritos
no presente documento. Em uma abordagem, as CDRs de composto
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de anticorpo parental sdo enxertadas em um FR human
alta identidade de sequéncia com o framework de com
anticorpo parental. A identidade de sequéncia do no
geralmente pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo men
pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pel

ou pelo menos 99% idéntica a sequéncia do FR corres
composto de anticorpo parental. No caso de FRs que

de 100 residuos de aminoacidos, um, dois, trés, qua

ou mais residuos de aminoacidos podem ser mudados.

pode resultar em uma reducdo na afinidade de ligaca
comparacdo com aquela do anticorpo parental. Se ess
caso, 0 FR pode ser retromutado para o framework pa
certas posicoes com base em critérios especificos r

. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA

Referéncias adicionais que descrevem meétodos Uteis

por Queen et al

variantes humanizadas com base na homologia e emre
incluem aquelas descritas em Olimpieri et al
Fevereiro de 2015 1;31(3):434-435 e nas patentes U.
4.816.397, 5.225.539 e 5.693,761; e o método de Win
colaboradores (Jones et al (1986)
.(1988)

Science 239:1534-1536.

Riechmann etal
(1988)

Nature

0 que tem
posto de
vo FR sera
0s 90%,
0 menos 98%
pondente no
tém menos
tro, cinco
Esse enxerto
o em
e for o
rental em
evelados
88:2869.
para gerar

tromutacgdes

. Bioinformatics.

S. n o

ter e

321:522-525;
Nature 332:323-327; e Verhoeyen

etal

[115] A identificacdo de residuos a considerar

para retromutacao pode ser realizada conforme descr

Quando um aminoacido se enquadra na seguinte catego
aminoacido do framework da sequéncia de linhagem ge
humana que é usada (0 “FR aceitante”) é substituido

aminoacido do framework de um framework do composto

anticorpo parental (o “FR doador”):
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(a) o aminoéacido no FR humano do framework aceitant

para frameworks humanos nessa posi¢céo, enquanto o a
correspondente na imunoglobulina doadora € tipico p
frameworks humanos nessa posicéo;

(b) a posicdo do aminoacido é imediatamente adjacen

das CDRs; ou

(c) qualquer atomo de cadeia lateral de um aminoAci
framework estd dentro de cerca de 5-6 angstroms (ce
centro) de qualquer atomo de um aminoéacido de CDR e

de imunoglobulina tridimensional.

e é atipico
minoacido

ara
te aquele
do do

ntro a

m um modelo

[116] Quando cada umdos aminoacidos no FR humano

do framework aceitante e um aminoacido corresponden
framework doador for geralmente atipico para framew
humanos nessa posicao, tal aminoacido pode ser subs

um aminodcido tipico para frameworks humanos nessa
Esse critério de retromutacdo possibilita a recuper

atividade do composto de anticorpo parental.

te no

orks

tituido por

posicao.

acado da

[117] Uma outra abordagem para gerar anticorpos

humanizados que exibem propriedades funcionais simi
dos compostos de anticorpo revelados no presente do
envolve a mutacao aleat6ria de aminoacidos nas CDRs
sem mudar o framework e a triagem das moléculas res
quanto a afinidade de ligacao e outras propriedades

gue séo tdo boas quanto aquelas dos compostos de an
parentais ou melhores que as mesmas. Muta¢des Unica
podem ser introduzidas em cada posi¢cdo de aminoacid
CDR, seguido pela avaliacdo dos efeitos de tais mut
afinidade de ligacdo e em outras propriedades funci
Mutacgdes Unicas que produzem propriedades melhorada
combinadas para avaliar seus efeitos em combinacao
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[118] Adicionalmente, uma combinac¢éo de ambas as
abordagens supracitadas é possivel. Apds o enxerto de CDR,
pode-se retromutar FRs especificos além de introduz irmudancas
de aminoacidos nas CDRs. Essa metodologia é descrit aemWu et
al . (1999)  J. Mol. Biol. 294: 151-162.

[119] Ao aplicar os ensinamentos da presente
revelacdo, uma pessoa versada na arte pode usar téc nicas
comuns, por exemplo, mutagénese sitio-dirigida, par a
substituiraminoacidos nas sequénciasde CDReRFp resentemente
reveladas e, assim, gerar outras sequéncias de amin oacidos de
regido variavel derivadas das presentes sequéncias. Até todos
0s aminoacidos de ocorréncia natural podem ser intr oduzidos em
um sitio de substituicdo especifico. Os métodos rev elados no
presente documento podem, entéo, ser usados para tr iar essas
sequéncias de aminoacidos de regido variavel adicio nais para
identificar sequéncias que tém as funcbes in vivo  indicadas.
Dessa forma, outras sequéncias adequadas para prepa rar
anticorpos humanizados e por¢des de ligacdo ao anti geno dos
mesmos de acordo com a presente revelacdo podem ser
identificadas. De preferéncia, a substituicdo de am inoacidos
nos frameworks € restrita a uma, duas, trés, quatro ou cinco
posi¢coes em qualquer um ou mais dos quatro FRs de ¢ adeia leve
e/ou cadeia pesada revelados no presente documento. De
preferéncia, a substituicdo de aminoacidos nas CDRs € restrita
a uma, duas, trés, quatro ou cinco posi¢coes em qual guer uma ou
mais das trés CDRs de cadeia leve e/ou cadeia pesad a.
Combinacdes das varias mudancas nesses FRs e nessas CDRs

descritas acima também s&o possiveis.
[120]
funcionais dos compostos de anticorpo gerados se in

Pode-se confirmar
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as modificacbes de aminodcidos discutidas acima est ao em
conformidade com aquelas exibidas pelas moléculas e specificas
reveladas no presente documento pelos métodos nos e xemplos

revelados no presente documento.

[121] Conforme descrito acima, para contornar o
problema de estimular resposta de anticorpo anti-mu rino humano
(HAMA) em pacientes, anticorpos murinos foram genet icamente
manipulados para substituir progressivamente seu co nteudo
murino pelos residuos de aminoacidos presentes em s uas
contrapartes humanas enxertando-se suas regides det erminantes
de complementaridade (CDRs) nos frameworks leves va riaveis (V L)
e pesados variaveis (V H) de moléculas de imunoglobulina
humanas, enquanto retém aqueles residuos de framewo rk murino
considerados essenciais para a integridade do sitio de
combinacdo com antigeno. Entretanto, as CDRs xenogé nicas dos
anticorpos humanizados podem evocar resposta anti-i diotipica

(anti-Id) nos pacientes.

[122] Para minimizar a resposta anti-ld, foi
desenvolvido um procedimento para humanizar anticor pos
xenogénicos enxertando-se, nos frameworks humanos, apenas 0s
residuos de CDR mais indispensaveis na interacdo an ticorpo-
ligante, chamado “enxerto de SDR”, em que apenas 0s residuos
determinantes de especificidade (SDRs) indispensave is de CDRs
sdo enxertados nos frameworks humanos. Esse procedi mento,
descrito em Kashmiri etal .(2005) Methods 36(1):25-34, envolve
a identificacdo de SDRs com o auxilio de um banco d e dados das
estruturas tridimensionais dos complexos de antigen o—anticorpo
de estruturas conhecidas ou a anéalise mutacionais d o sitio de
combinagdo com o anticorpo. Uma abordagem alternati va para
humanizagéo que envolve a retencdo de mais residuos de CDR se
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baseia no enxerto das CDRs “abreviadas” com os trec
residuos de CDR que incluem todos os SDRs. Kashmiri

também revelam um procedimento para avaliar a reati

anticorpos humanizados a soros de pacientes que for

administrados com o anticorpo murino.
[123]

variantes de anticorpo humano com propriedades imun

Uma outra estratégia para
et al

melhoradas é revelada em Hou

humanizado a partir de 4C8, um anticorpo monoclonal

humano murino, por enxerto de CDR com o0 uso de um m

molecular de 4C8 construido por
auxiliada por computador. Com o uso desse modelo mo
autores identificaram residuos de FR de potencial i
naligacao ao antigeno. Umaversédo humanizadade 4C
transferindo-se esses residuos-chave de FR murino p
framework de anticorpo humano que foi selecionado ¢
homologia com o FR de anticorpo murino, juntamente
de CDR murina. Mostrou-se que o anticorpo humanizad
possui afinidade de ligacdo ao antigeno e especific
similares aquelas do anticorpo murino original, sug
0 mesmo pode ser uma alternativa para 0s anticorpos
murinos utilizados clinicamente de forma rotineira.

[124]
abrangem anticorpos criados para evitar o reconheci

As modalidades da presente

sistema imune humano que contém as CDRs reveladas n
documento em qualquer forma combinatdria, de modo g
contemplados possam conter o conjunto de CDRs de um

murino revelado no presente documento, ou cadeias |

pesadas que contém conjuntos de CDRs que compreende
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individuais derivadas de dois ou trés dos mAbs muri
revelados. Tais mAbs podem ser criados por técnicas
biologia molecular e triados quanto a atividades de

0 uso dos ensaios descritos no presente documento.

a revelacdo fornece uma abordagem de
compatibilidade” para criar mAbs inovadores que com
uma mistura de CDRs dos mAbs murinos revelados para
novas ou melhores atividades terapéuticas.

[125]
ligacdo ao antigeno dos mesmos abrangidos pela pres
revelacao que “competem”comas moléculasreveladas
documento sdo aqueles que se ligam a SIRP
sitios) que é idéntico ou se sobrepde ao sitio (ou
qual as presentes moléculas se ligam. Anticorpos mo
competidores ou fragmentos de ligacdo ao antigeno d
podem ser identificados, por exemplo, por meio de u
competicdo de anticorpos. Por exemplo, uma amostra
de SIRP

purificada pode ser ligada a um suporte solido. Ent

extracelular

composto de anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao a
mesmo, da presente revelacdo e um anticorpo monoclo
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo, suspeito
capacidade para competir com tal composto de antico
revelagdo sdo adicionados. Uma das duas moléculas
identificada. Se o composto identificado e o compos
identificado se ligam a sitios separados e distinto

0 composto identificado se ligard no mesmo nivel se

competidor suspeito estiver ou nao presente. Entret

sitios de interagdo forem idénticos ou sobrepostos,

nao identificado competira, e a quantidade de compo
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identificado ligado ao antigeno sera reduzida. Se o composto
nao identificado estiver presente em excesso, muito pouco, se
houver, composto identificado se ligara. Para os pr opositos da
presente revelagdo, anticorpos monoclonais competid ores ou
fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos séo aq ueles que
diminuem aligacao dos presentes compostos de antic orpoaSIRP «
em cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80%,
cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca
de 89%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, c erca de
93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerc a de 97%,
cerca de 98% ou cerca de 99%. Detalhes dos procedim entos para
realizar tais ensaios de competicdo sdo bem conheci dos na
técnica e podem ser encontrados, por exemplo, em Ha rlow e Lane
(1988) Antibodies, A Laboratory Manual , Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Tais ens aios podem
se tornar quantitativos com o uso de anticorpos pur ificados.
Uma curva padrdo é estabelecida titulando-se um ant icorpo
contra si mesmo, isto €, 0 mesmo anticorpo € usado tanto para

o identificador como para o competidor. A capacidad e de um
anticorpo monoclonal competidor ndo identificado ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo para inibir a ligag ao da
molécula identificada a placa é titulada. Os result ados sao
plotados, e as concentracdes necessarias para alcan car o grau

desejado de inibicdo de ligacdo sdo comparadas.

[126] A possibilidade de os mAbs ou fragmentos
de ligagdo ao antigeno dos mesmos que competem com 0S compostos
de anticorpo da presente revelagcdo em tais ensaios de
competicdo possuirem propriedades funcionais iguais ou
similares as dos presentes compostos de anticorpo p ode ser
determinada por meio desses métodos em conjunto com 0s métodos
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descritos nos Exemplos 2-7, abaixo. Em varias modal idades,
anticorpos competidores para uso nos métodos terapé uticos
abrangidos no presente documento possuem atividades bioldgicas
conforme descrito no presente documento na faixa de cerca de
50% a cerca de 100% ou cerca de 125% ou mais, em co mparacao
com aquelas dos compostos de anticorpo revelados no presente
documento. Em algumas modalidades, os anticorpos co mpetidores
possuem cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%, c erca de
80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerc a de 92%,
cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca
de 97%, cerca de 98%, cerca de 99% ou atividade bio I6gica
idéntica em comparacdo com aquela dos compostos de anticorpo
revelados no presente documento, conforme determina do pelos

métodos revelados nos Exemplos apresentados abaixo.

[127] Os mAbs, ou fragmentos de ligagcdo ao
antigeno dos mesmos, ou anticorpos competidores ute is nas
composicoes e metodos podem ser qualquer um dos iso tipos
descritos no presente documento. Alémdisso, qualqu erumdesses
isotipos pode compreender modificacbes de aminoéacid 0s

adicionais conforme a seguir.

[128] O anticorpo monoclonal, ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo, ou 0 anticorpo compet idor
descrito no presente documento pode ser doisotipo IgG1 humana.

[129] A regidao constante de I1gGl humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para alterar a meia vida do anticorp 0. A meia
vida do anticorpo é regulada, em grande parte, por interagcbes
dependentes de Fc com o receptor Fc neonatal (Roope nian e
Alikesh, 2007). A regido constante de IgG1 humana d 0 anticorpo
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monoclonal, fragmento de ligacdo ao antigeno do mes mo ou
anticorpo competidor pode ser modificada para aumen tar a meia
vida, incluindo, porém sem limitagdo, modificacbes de
aminoacidos N434A, T307A/E380A/N434A (Petkova et al ., 2006,
Yeung et al ., 2009); M252Y/S254T/T256E (Dall'Acqua et al .,
2006); T250Q/M428L (Hinton et al ., 2006); e M428L/N434S
(Zalevsky etal ., 2010).

[130] Em oposicdo ao aumento da meia vida, ha
mais circunstancias em que uma diminuicdo da meia v ida seria
desejada, como parareduzirapossibilidade de even tosadversos
associados a anticorpos de alta citotoxicidade celu lar
dependente de anticorpo (ADCC) e citotoxicidade dep endente de
complemento (CDC) (Presta 2008). A regido constante de 1gG1
humana do anticorpo monoclonal, fragmento de ligaca 0 ao
antigeno do mesmo ou anticorpo competidor descrito no presente
documento pode ser modificada para diminuir a meia vida e/ou
diminuir a IgG enddgena, incluindo, porém sem limit acao,
modificacdes de aminoacidos 1253A (Petkova et al ., 2006);
P2571/N434H, D376V/N434H (Datta-Mannan et al ., 2007); e
M252Y/S254T/T256E/H433K/N434F (Vaccaro etal ., 2005).

[131] A regidao constante de I1gGl humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para aumentar ou diminuir as funcdes efetoras
do anticorpo. Essas funcdes efetoras do anticorpo i ncluem,
porém sem limitacdo, citotoxicidade celular depende nte de
anticorpo (ADCC), citotoxicidade dependente de comp lemento
(CDC), fagocitose celular dependente de anticorpo ( ADCP),

ligacdo de C1q e ligacao alterada aos receptores Fc
[132] A regidao constante de I1gGl humana do
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anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para aumentar a funcéo efetora do an ticorpo,
incluindo, porém sem limitagdo, modificacdes de ami noacidos
S298A/E333A/K334 (Shields et al ., 2001); S239D/I332E e
S239D/A330L/I332E (Lazar et al ., 2006); F234L/R292P/Y300L,
F234L/R292P/Y300L/P393L e F243L/R292P/Y300L/V305I/P 396L
(Stevenhagen et al ., 2007); G236A, G236A/S239D/I332E e
G236A/S239D/A330L/1332E (Richards etal ., 2008); K326A/E333A,
K326A/E333S e K326W/E333S (ldusogie et al ., 2001); S267E e
S267E/L328F (Smith et al ., 2012); H268F/S324T, S267E/H268F,
S267E/S234T e S267E/H268F/S324T (Moore et al ., 2010);
S298G/T299A (Sazinsky etal .,2008); E382V/M428I (Jung etal .,
2010).

[133] A regido constante de IgGl humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligacao ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para diminuir a funcédo efetora do an ticorpo,
incluindo, porém sem limitacdo, modificacbes de ami noacidos
N297A e N297Q (Bolt et al ., 1993, Walker et al ., 1989);
L234A/L235A (Xu et al ., 2000); K214T/E233P/L234V/L235A/G236-
deletado/A327G/P331A/D356E/L358M (Ghevaert et al ., 2008);
C226S/C229S/E233P/L234V/L235A (McEarchern et al ., 2007);
S267E/L328F (Chu etal ., 2008).

[134] A regidao constante de I1gGl humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para diminuir a funcédo efetora do an ticorpo.
incluindo, porém sem limitagdo, modificacdes de ami noacidos

V234A/G237A (Cole etal ., 1999); E233D, G237D, P238D, H268Q,
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H268D, P271G, V309L, A330S, A330R, P331S,
H268Q/A330S/V309L/P331S, H268D/A330S/V309L/P331S,
H268Q/A330R/V309L/P331S, H268D/A330R/V309L/P331S,
E233D/A330R, E233D/A330S, E233D/P271G/A330R,
E233D/P271G/A330S, G237D/H268D/P271G, G237D/H268Q/P 271G,
G237D/ P271G/A330R, G237D/ P271G/A330S,
E233D/H268D/P271G/A330R, E233D/H268Q/P271G/A330R,
E233D/H268D/P271G/A330S, E233D/H268Q/P271G/A330S,
G237D/H268D/P271G/A330R, G237D/H268Q/P271G/A330R,
G237D/H268D/P271G/A330S, G237D/H268Q/P271G/A330S,

E233D/G237D/H268D/P271G/A330R,
E233D/G237D/H268Q/P271G/A330R, E233D/G237D/H268D/P2 71G/A330S,

E233D/G237D/H268Q/P271G/A330S, P238D/E233D/A330R,
P238D/E233D/A330S, P238D/E233D/P271G/A330R,
P238D/E233D/P271G/A330S, P238D/G237D/H268D/P271G,
P238D/G237D/H268Q/P271G, P238D/G237D/ P271G/A330R,

P238D/G237D/  P271G/A330S, P238D/E233D/H268D/P271G/A 330R,
P238D/E233D/H268Q/P271G/A330R, P238D/E233D/H268D/P2 71G/A330S,
P238D/E233D/H268Q/P271G/A330S, P238D/G237D/H268D/P2 71G/A330R,
P238D/G237D/H268Q/P271G/A330R, P238D/G237D/H268D/P2 71G/A330S,
P238D/G237D/H268Q/P271G/A330S,
P238D/E233D/G237D/H268D/P271G/A330R,
P238D/E233D/G237D/H268Q/P271G/A330R,
P238D/E233D/G237D/H268D/P271G/A330S,
P238D/E233D/G237D/H268Q/P271G/A330S (An etal ., 2009, Mimoto,

2013).
[135] O anticorpo monoclonal, ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo, ou 0 anticorpo compet idor
descrito no presente documento pode ser doisotipo IgG2 humana.
[136] A regidao constante de 1gG2 humana do
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anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para aumentar ou diminuir as fungdes efetoras
do anticorpo. Essas funcdes efetoras do anticorpo i ncluem,
porém sem limitacdo, citotoxicidade celular depende nte de
anticorpo (ADCC), citotoxicidade dependente de comp lemento
(CDC), fagocitose celular dependente de anticorpo ( ADCP) e
ligacdo de C1q e ligacdo alterada aos receptores Fc

[137] A regido constante de 1gG2 humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligacao ao antig enodomesmo
ou de um anticorpo competidor descrito no presente documento
pode ser modificada para aumentar a funcdo efetora do
anticorpo, incluindo, porém sem limitacdo, a modifi cacao de
aminoacido K326A/E333S (Idusogie etal ., 2001).

[138] A regido constante de 1gG2 humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligacao ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para diminuir a funcédo efetora do an ticorpo,
incluindo, porém sem limitacdo, modificacbes de ami noacidos
V234A/G237A (Cole  etal ., 1999); E233D, G237D, P238D, H268Q,
H268D, P271G, V3009L, A330S, A330R, P331S,
H268Q/A330S/V309L/P331S, H268D/A330S/V309L/P331S,
H268Q/A330R/V309L/P331S, H268D/A330R/V309L/P331S,
E233D/A330R, E233D/A330S, E233D/P271G/A330R,
E233D/P271G/A330S, G237D/H268D/P271G, G237D/H268Q/P 271G,
G237D/ P271G/A330R, G237D/ P271G/A330S,
E233D/H268D/P271G/A330R, E233D/H268Q/P271G/A330R,
E233D/H268D/P271G/A330S, E233D/H268Q/P271G/A330S,
G237D/H268D/P271G/A330R, G237D/H268Q/P271G/A330R,
G237D/H268D/P271G/A330S, G237D/H268Q/P271G/A330S,
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E233D/G237D/H268D/P271G/A330R, E233D/G237D/H268Q/P2 71G/A330R,
E233D/G237D/H268D/P271G/A330S, E233D/G237D/H268Q/P2 71G/A330S,

P238D/E233D/A330R, P238D/E233D/A330S,
P238D/E233D/P271G/A330R, P238D/E233D/P271G/A330S,
P238D/G237D/H268D/P271G, P238D/G237D/H268Q/P271G,

P238D/G237D/ P271G/A330R, P238D/G237D/ P271G/A330S,
P238D/E233D/H268D/P271G/A330R, P238D/E233D/H268Q/P2 71G/A330R,
P238D/E233D/H268D/P271G/A330S, P238D/E233D/H268Q/P2 71G/A330S,
P238D/G237D/H268D/P271G/A330R, P238D/G237D/H268Q/P2 71G/A330R,
P238D/G237D/H268D/P271G/A330S, P238D/G237D/H268Q/P2 71G/A330S,
P238D/E233D/G237D/H268D/P271G/A330R,
P238D/E233D/G237D/H268Q/P271G/A330R,
P238D/E233D/G237D/H268D/P271G/A330S,
P238D/E233D/G237D/H268Q/P271G/A330S (An etal ., 2009, Mimoto,

2013).

[139] Aregido Fc de umalgG2 humanado anticorpo
monoclonal, fragmento de ligagdo ao antigeno do mes mo ou
anticorpo competidor descrito no presente documento pode ser
modificada para alterar a isoforma e/ou atividade a gonistica,
incluindo, porém sem limitacdo, modificacbes de ami noacidos
C127S (dominio C  n1), C232S, C233S, C232S/C233S, C236S e C239S
(White etal ., 2015, Lightle etal ., 2010).

[140] Aregido Fc de umalgG2 humanado anticorpo
monoclonal, fragmento de ligacdo ao antigeno do mes mo ou
anticorpo competidor descrito no presente documento pode ser
modificada para exibir capacidade de ligacdo a Fc vR diminuida,
mas ter a ligagdo a FCRn conservada. Esses mutantes de Fc de
IgG possibilitam o alvejamento terapéutico de antig enos
soluveis ou de superficie celular, enquanto minimiz am o
envolvimento associado a Fc de funcdo efetora imune e
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citotoxicidade mediada por complemento. Em uma moda lidade, o
mutante de Fc de IgG2 compreende V234A, G237A,P238 S, deacordo
com o sistema de numeragdo EU. Em uma outra modalid ade, o
mutante de Fc de IgG2 compreende V234A, G237A, H268 Q ou H268A,
V309L, A330S, P331S, de acordo com o sistema de num eracao EU.
Em um aspecto especifico, 0 mutante de Fc de 1gG2 ¢ ompreende
V234A, G237A, P238S, H268A, V309L, A330S, P331S e,
opcionalmente, P233S, de acordo com o sistema de nu meracao EU.
[141] O anticorpo monoclonal, ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo, ou o0 anticorpo compet idor
descrito no presente documento pode ser doisotipo IgG3 humana.
[142] A regido constante de 1gG3 humana do
anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligacdo ao an tigeno do
mesmo, em que a dita regido constante de IgG3 human a do
anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligacdo ao an tigeno do
mesmo, pode ser modificada em um ou mais aminoéacido S para
aumentar a meia vida do anticorpo, a citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC), a citotoxicidade de pendente de

complemento (CDC) ou a atividade de apoptose.

[143] A regido constante de 1gG3 humana do
anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligagcdo ao an tigeno do
mesmo, em que a dita regido constante de IgG3 human a do
anticorpo monoclonal, ou fragmento de ligagcdo ao an tigeno do
mesmo, pode ser modificada no aminoacido R435H para aumentar

a meia vida do anticorpo.

[144] O anticorpo monoclonal, ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo, ou 0 anticorpo compet idor
descrito no presente documento pode ser doisotipo IgG4 humana.
[145] A regidao constante de 1gG4 humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
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ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para diminuir as fungdes efetoras do anticorpo.
Essas funcbes efetoras do anticorpo incluem, porém sem
limitagdo, citotoxicidade celular dependente de ant icorpo
(ADCC) e fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP).
[146] A regidao constante de 1gG4 humana do
anticorpo monoclonal, fragmento de ligagdo ao antig enodomesmo
ou anticorpo competidor descrito no presente docume nto pode
ser modificada para impedir a troca de braco Fab e/ ou diminuir
a funcao efetora do anticorpo, incluindo, porém sem limitacéo,
modificacdes de aminoacidos F234A/L235A (Alegre etal .,1994);
S228P, L235E e S228P/L235E (Reddy etal ., 2000).
[147] Conforme usado no presente documento, 0
termo “tumor” se refere a todo crescimento ou proli feracédo de
células neoplasicas, maligno ou benigno, e a todas as células

e tecidos pré-cancerosos ou cancerosos.

[148] Os termos “céancer”, “canceroso” e “tumor”
sdo mutuamente exclusivos conforme wusado no present e
documento.

[149] Os termos “cancer” e “canceroso” se
referem ou descrevem a condicao fisiolégica em mami feros que
é tipicamente caracterizada por crescimento/prolife racao de
células aberrantes. Exemplos de canceres incluem, p orém sem
limitagdo, carcinoma, linfoma (isto é, linfoma de H odgkin e
nao Hodgkin), mieloma mdltiplo, blastoma, sarcoma e leucemia.
Exemplos mais especificos de tais canceres incluem cancer de
células escamosas, cancerde pulméo de células pequ enas, cancer
de pulméao de células ndo pequenas, adenocarcinoma d 0 pulméo,
carcinoma escamoso do pulméo, cancer do peritonio, cancer
hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer panc redtico,
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glioma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer d e figado,
cancer de bexiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de cdlon,
cancer colorretal, carcinoma endometrial ou uterino , carcinoma
da glandula salivar, cancer de rim, cancer de figad 0, cancer
de préstata, cancer de vulva, cancer de tireoide, ¢ arcinoma
hepético, leucemia e outros disturbios linfoprolife rativos, e

varios tipos de cancer de cabeca e pescoco.

[150] O termo “cancer suscetivel’, conforme
usado no presente documento, se refere a um cancer cujas
células expressam CD47, IRP o ou CD47 e SIRP o e sdo responsivas
ao tratamento com um anticorpo, ou fragmento de lig acao ao
antigeno do mesmo, ou um anticorpo competidor, ou f ragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo, da presente revelacao gue impede
a interacao entre CD47 e SIRP Q.

[151] O termo “doenca autoimune”, conforme usado
no presente documento, se refere a quando o sistema imune do
corpo se volta contra si mesmo e, erroneamente, ata ca células
saudaveis.

[152] O termo “doenca inflamatéria”, conforme

usado no presente documento, se refere a uma doenca

caracterizada por inflamacdo, que é um processo pat olégico
fundamental que consiste em um complexo dinamico de mudancgas
citologicas histologicamente evidentes, infiltracédo celular e
liberacdo de mediador que ocorre nos vasos sanguine os afetados

e tecidos adjacentes em resposta a uma lesédo ou a u m estimulo
anormal provocado por um agente fisico, quimico ou biolégico,
incluindo as reacdes locais e as mudancas morfoldgi cas
resultantes; a destruicdo e remoc¢do do material noc IVvo; e as

respostas que levam ao reparo e a cura.

[153] O termo  “doenca  autoinflamatoria”,
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conforme usado no presente documento, se refere a u ma doenca
gue resulta quando o sistema imune inato provoca in flamacéo
por motivos desconhecidos.
[154] Conforme usado no presente documento, 0

termo “tratamento”, “tratar” ou “terapéutica” signi fica
retardar, interromper, deter, controlar, parar, red uzir ou
reverter a progressdo ou gravidade de um sinal, sin toma,
disturbio, afeccédo ou doenca, mas ndo necessariamen te envolve

uma eliminacéo total de todos os sinais, sintomas,

afeccdes ou

distarbios relacionados a doenca. O termo “tratamen to” e
semelhantes se referem a uma intervencédo terapéutic a que
ameniza um sinal ou sintoma de uma doenca ou condi¢ ao
patolégica apdés o inicio do desenvolvimento.

[155] Conforme usado no presente documento, 0
termo “quantidade eficaz” se refere a quantidade ou dose de um
composto de anticorpo da presente revelacdo que, me diante a
administracédo de dose Unica ou de multiplas doses a um paciente
ou orgao, fornece o tratamento ou a prevencao desej ada.

[156] A quantidade eficaz precisa para qualquer
sujeito especifico dependera de seu tamanho e saude , da
natureza e extensdo de sua condicdo e da terapéutic a ou
combinacgao de terapéuticas selecionada para adminis tracdo. A
guantidade eficaz para um dado paciente é determina da por
experimento de rotina e estad ao alcance do julgamen to de um
médico. Quantidades terapeuticamente eficazes dos p resentes
compostos de anticorpo podem também compreender uma quantidade
na faixa de cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 150 mg/kg , de cerca
de 0,1 mg/kg a cerca de 100 mg/kg, de cerca de 0,1 mg/kg a
cerca de 50 mg/kg ou de cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 10 mg/kg
por dose Unica administrada a um o6rgdo colhido ou a um
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paciente. Produtos farmacéuticos a base de anticor po
conhecidos fornecem orientacdo a esse respeito. Por exemplo,
Herceptin™ ¢é administrado por infusdo intravenosa d e uma
solugéo de 21 mg/ml, com uma dose de carregamento i nicial de

4 mg/kg de peso corporal e uma dose de manutencao s emanal de
2 mg/kg de peso corporal; Rituxan™ é administrado s emanalmente

a 375 mg/m 2; por exemplo.

[157] Uma quantidade terapeuticamente eficaz

para qualquer paciente individual pode ser determin ada pelo
fornecedor de servicos de saude monitorando-se o ef eito dos
compostos de anticorpo na regressao tumoral, célula s tumorais
circulantes, células-tronco tumorais ou respostas

antitumorais. A analise dos dados obtidos por esses meétodos
permite a modificacdo do regime de tratamento duran te a
terapia, de modo que quantidades ideais de composto s de
anticorpo da presente revelacdo, empregados isolada mente ou em
combinagcdo entre si, ou em combinacdo com um outro agente
terapéutico, ou ambos, sejam administradas e de mod 0 que a
duracdo do tratamento possa também ser determinada. Dessa
forma, o regime de dosagem/tratamento pode ser modi ficado ao
longo do curso de terapia de modo que quantidades m ais baixas
de compostos de anticorpo usadosisoladamente ouem combinacao,
que exibem eficacia satisfatéria, sejam administrad as e de
modo que a administragdo de tais compostos seja con tinuada
apenas pelo periodo necessario para tratar o pacien te com
sucesso. Produtos farmacéuticos a base de anticorpo conhecidos
fornecem orientacdo em relacao a frequéncia de admi nistracao,
por exemplo, se um produto farmacéutico deve ser ad ministrado
diariamente, semanalmente, mensalmente, etc. A freq uénciae a

dosagem também dependem da gravidade dos sintomas.
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[158] Em algumas modalidades, compostos de
anticorpo da presente revelacdo podem ser usados co mo
medicamentos em medicina humana e veterinéria, admi nistrados
por uma variedade de vias, incluindo, porém sem lim itacao,
vias oral, intravenosa, intramuscular, intra-arteri al,
intramedular, intraperitoneal, intratecal, intraven tricular,
transdérmica, transcutanea, topica, subcutanea, int ratumoral,
intranasal, enteral, sublingual, intravaginal, intr avesicular
ou retal. As composi¢cdes podem também ser administr adas
diretamente em uma lesdo, como um tumor. O tratamen to de
dosagem pode ser um cronograma de dose Unica ou um cronograma
de multiplas doses. Hipoaspersores podem também ser usados
para administrar as composic¢des farmacéuticas. Tipi camente, as
composicoes terapéuticas podem ser preparadas como injetaveis,
como solucdes ou suspensdes liquidas. Formas solida s adequadas
parasolucéo ou suspensao emveiculos liquidos ante sdainjecéo
podem também ser preparadas. Aplicacdes veterinaria s incluem
o tratamento de animais de companhia/domeésticos, co mo gatos e
cées; animais de trabalho, como cées-guia ou de ser Vico e
cavalos, animais desportivos, como cavalos e caes; animais de
zooldgico, como primatas, felinos, como ledes e tig res, ursos,
etc.; e outros animais valiosos mantidos em cativei ro.

[159] Tais composi¢cdes farmacéuticas podem ser
preparadas por métodos bem conhecidos na técnica. C onsultar,
por exemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy :
212 edicao (2005), Lippincott Williams e Wilkins, Fila délfia,
PA, e compreendem um ou mais compostos de anticorpo revelados
no presente documento e um carreador, diluente ou e xcipiente
farmaceuticamente aceitavel, por exemplo, fisiologi camente

aceitavel.

Peticdo 870210061351, de 06/07/2021, pag. 68/149



66/114

Indicacdes de cancer

[160] Sao presentemente revelados mAbs anti-
SIRP« e fragmentos de ligagdo ao antigeno dos mesmos efi cazes
como terapéutica para cancer que podem ser administ rados a
pacientes, de preferéncia, parenteralmente, com can ceres
hematoldgicos suscetiveis e tumores sélidos, inclui ndo, porém
sem limitagdo, leucemias, incluindo mastocitose sis témica,
leucemia linfocitica aguda (linfoblastica) (ALL), A LL de
células T, leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
mielogénica, leucemia linfocitica crbénica (CLL), le ucemia
mieloide cronica (CML), distarbio/neoplasma
mieloproliferativo, leucemia de células monociticas e leucemia
de células plasmaticas; mieloma multiplo (MM);
macroglobulinemia de Waldenstrom; linfomas, incluin do linfoma
histiocitico e linfoma de células T, linfomas de cé lulas B,
incluindo linfoma de Hodgkin e linfoma n&o Hodgkin, como
linfoma ndo Hodgkin de grau baixo/folicular (NHL), linfoma
celular (FCC), linfoma de células do manto (MCL), | infoma
difusode células grandes (DLCL), NHL linfocitico p equeno (SL),
NHL de grau intermediario/folicular, NHL difuso de grau
intermediario, NHL imunoblastico de grau alto, NHL
linfoblastico de grau alto, NHL de células pequenas nao
clivadas de alto grau, NHL de doenga volumosa; tumo res sélidos,
incluindo cancer de ovério, cancer de mama, cancer endometrial,
cancer de colon (cancer colorretal), cancer retal, cancer de
bexiga, cancer urotelial, cancer de pulmao (cancer de pulméo
de células ndo pequenas, adenocarcinoma do pulmao, carcinoma
de células escamosas do pulméo), cancer bronquico, cancer
0sseo, cancer de prOstata, cancer pancreatico, canc er
gastrico, carcinoma hepatocelular (cancer de figado :
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hepatoma), cancer de vesicula biliar, cancer de duc to biliar,
cancer de esodfago, carcinoma de células renais, can cer de
tireoide, carcinoma de células escamosas da cabeca € pescoco
(cancer de cabeca e pescoco), cancer testicular, ca ncer da
glandula endocrina, céancer da glandula adrenal, can cer da
glandula pituitaria, cancer da pele, cancer dos tec idos moles,
cancer dos vasos sanguineos, cancer cerebral, cance r dos
nervos, cancer de olhos, céancer de meninges, cancer de
orofaringe, cancer de hipofaringe, cancer de colo d o Utero e
cancer de utero, glioblastoma, meduloblastoma, astr ocitoma,
glioma, meningioma, gastrinoma, neuroblastoma, sind rome
mielodisplasica e sarcomas, incluindo, poréem sem i mitacao,
osteossarcoma, sarcoma de Ewing, leiomiossarcoma, s arcoma
sinovial, sarcoma alveolar de partes moles, angioss arcoma,
lipossarcoma, fibrossarcoma, rabdomiossarcoma e
condrossarcoma; e melanoma.
Tratamento de cancer

[161] Conforme € bem conhecido por aqueles de
habilidade comum na técnica, terapias de combinacao sao
frequentemente empregadas no tratamento de céancer, visto que
terapias ou procedimentos de agente Unico podem nao ser
suficientes para tratar ou curar a doengca ou afecgca 0.
Tratamentos de céancer convencionais frequentemente envolvem
cirurgia, tratamento com radiagéo, uma combinagao d e farmacos
citotéxicos para alcancar efeitos aditivos ou sinér gicos ou
combinagbes de qualquer uma ou de todas essas abord agens.
Combinagcbes de terapia quimioterdpica ou  biolégica
especialmente Uteis empregam farmacos que funcionam por meio
de mecanismos de acgdo diferentes, aumentando o cont role ou
exterminio de células cancerigenas, aumentando a ca pacidade do
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sistema imune para controlar o crescimento de célul as
cancerigenas, reduzindo a probabilidade de resistén cia ao
farmaco durante a terapia e minimizando uma possive I
sobreposicdo de toxicidades permitindo-se o uso de doses

reduzidas de farmacos individuais.

[162] Classes de agentes antitumorais e
antineoplasicos convencionais Uteis nas terapias de combinacgao
abrangidas pelos presentes métodos séo reveladas em Goodman &
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics , 122 edicao
(2010) L.L. Brunton, B.A. Chabner e B. C. Knollmann , edicdes,
secao VI, “Chemotherapy of Neoplastic Diseases”, capitulos
60-63, paginas 1665-1770, McGraw-Hill, NY, incluem, porém sem
limitacdo, antraciclinas, platinas, taxois, inibido res de
topisomerase, antimetabdlitos, antibidticos antitum orais,

inibidores mitoticos e agentes alquilantes.

[163] Além do supracitado, o0os métodos da
presente revelacdo estdo relacionados ao tratamento de
indicacbes de cancer e compreende, ainda, o tratamento do
paciente por meio de cirurgia, radiacdo e/ou admini stracdo, a
um paciente em necessidade do mesmo, de uma quantid ade eficaz
de uma molécula quimica pequena ou farmaco bioldgic 0,
incluindo, porém sem limitagdo, um peptideo, polipe ptideo,
proteina, acido nucleico terapéutico, convencionalm ente usado
ou atualmente em desenvolvimento, para tratar afecg oes
tumorais. Isso inclui anticorpos e fragmentos de i gagao ao
antigeno, diferentes daqueles revelados no presente documento,
citocinas, oligonucleotideos antissenso, siRNAs e m IRNAS.

[164] Os métodos terapéuticos revelados e
reivindicados no presente documento incluem o uso d 0s
anticorpos revelados no presente documento isoladam ente e/ou

Peticdo 870210061351, de 06/07/2021, pag. 71/149



69/114

em combinagdes entre si e/ou com fragmentos de liga céo ao
antigeno dos mesmos da presente revelagéo que se li gamaSIRP «
e/ou com anticorpos competidores que exibem ativida de
bioldgica/terapéutica adequada, bem como, por exemp lo, todas

as possiveis combinagfes desses compostos de antico rpo para

alcancar uma melhor eficicia de tratamento.

[165] Além disso, o0s presentes meétodos
terapéuticos também abrangem o0 uso desses anticorpo S,
fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos, antic orpos
competidores e combina¢des dos mesmos em outra comb inagdo com:
(1) um ou mais tratamentos terapéuticos antitumorai S
selecionados dentre cirurgia, radiacdo, agentes ant itumorais
e antineoplasicos ou combinacdes de qualquer um des ses, ou (2)
um ou mais dentre agentes biolégicos antitumorais o u (3)
equivalentes de qualquer um dos supracitados em (1) ou (2),
conforme seria evidente para uma pessoa de habilida de comum na
técnica, em combinacdo adequada (ou combinagcdes ade guadas)
para alcancar o efeito de tratamento terapéutico de sejado para

a indicacao especifica.

[166] Anticorpos e farmacos de moléculas
pequenas que aumentam a resposta imune ao cancer mo dulando-se
interagdes coestimuladoras ou inibidoras que influe nciam a
resposta de células T aos antigenos tumorais, inclu indo
inibidores de pontos de verificagdo imunes e modula dores de
moléculas coestimuladoras, sao também de interesse especifico
no contexto dos métodos terapéuticos de combinacao abrangidos
no presente documento e incluem, porém sem limitaca 0, outros
anticorpos anti-SIRP o. A administragao de agentes terapéuticos
que se ligam a proteina SIRP o, por exemplo, anticorpos ou
moléculas pequenas que se ligam a SIRP o e impedem a interagao
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entre CD47 e SIRP  «, é administrada a um paciente, provocando

a eliminacdo de células cancerigenas por meio de fa gocitose.
O agente terapéutico que se liga a proteina SIRP o é combinado
com um agente terapéutico, como um anticorpo, uma m olécula
guimica pequena ou farmaco biolégico que é dirigido contra um
ou mais alvos celulares adicionais selecionados den tre CD47
(agrupamento de diferenciacdao 47), CD70 (agrupament o de
diferenciacdo 70), CD200 (glicoproteina de membrana OX-2,
agrupamento de diferenciacdo 200), CD154 (agrupamen to de
diferenciacéo 154, CD40L, ligante CD40, ligante de agrupamento
de diferenciacdo 40), CD223 (gene 3 de ativacao de linfécitos,
LAG3, agrupamento de diferenciacdo 223), KIR (recep tores
semelhantes aimunoglobulinas de células exterminad oras), GITR
(TNFRSF18, proteina relacionada a TNFR induzida por
glicocorticoides, receptor da familia TNRF induzive | por
ativacdo, AITR, membro 18 da superfamilia do recept or do fator

de necrose tumoral), CD20 (agrupamento de diferenci acao 20),
CD28 (agrupamento de diferenciacao 28), CD40 (agrup amento de
diferenciacdo 40, Bp50, CDW40, TNFRSF5, membro 5 da
superfamilia do receptor do fator de necrose tumora l, p50),
CD86 (B7-2, agrupamento de diferenciagdo 86), CD160
(agrupamento de diferenciacdo 160, BY55, NK1, NK28) , CD258
(LIGHT, agrupamento de diferenciagdao 258, membro 14 da
superfamilia do ligante do fator de necrose tumoral , TNFSF14,
ligante de mediador de entrada de herpesvirus (HVEM -L), CD270
(HVEM, membro 14 da superfamilia do receptor do fat or de

necrose tumoral, mediador de entrada de herpesvirus :

agrupamento de diferenciacéo 270, LIGHTR, HVEA), CD 275 (ICOSL,
ligante ICOS, ligante coestimulador de células T in duzivel,
agrupamento de diferenciagao 275), CD276 (B7-H3, ho mologo 3 de
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B7, agrupamento de diferenciacdo 276), OX40L (ligan te OX40),
B7-H4 (homodlogo 4 de B7, VTCNL, inibidor 1 de ativa ¢cao de
células T que contém dominio fixado em V), GITRL (| igante do
receptor do fato de necrose tumoral induzida por
glicocorticoide, ligante TNFR induzido por glicocor ticoide),
4-1BBL (ligante 4-1BB), CD3 (agrupamento de diferen ciacéo 3,
T3D), CD25 (IL2R  «, agrupamento de diferenciacdo 25, cadeia

do receptor de interleucina-2, cadeia o do receptor de IL-2),

CD48 (agrupamento de diferenciacéo 48, marcador de ativacao de
linfécitos B, BLAST-1, molécula de ativacdo linfoci tica de
sinalizacao 2, SLAMF2), CD66a (Ceacam-1, molécula 1 de adeséao
relacionada ao antigeno carcinoembrionario, glicopr oteina
biliar, BGP, BGP1, BGPI, agrupamento de diferencia¢ ao 66a),
CD80 (B7-1, agrupamento de diferenciacdo 80), CD94
(agrupamento de diferenciacdo 94), NKG2A (grupo ext erminador
natural 2A, membro 1 da subfamilia D receptor de cé lula
exterminadora semelhante a lectina, KLRD1), CD96 (a grupamento
de diferenciacdo 96, TACtILE, expresséo tardia aume ntada pela
ativacdo de células T), CD112 (PVRL2, nectina, rela cionado ao
receptor de poliovirus 2, mediador de entrada B de herpesvirus,
HVEB, nectina-2, agrupamento de diferenciacdo 112), CD115
(CSF1R, receptor de fator 1 estimulador de col6nia, receptor
de fatos estimulador de colénia de macrofagos, M-CS FR,
agrupamento de diferenciacdo 115), CD205 (DEC-205, LY75,
antigeno linfocitario 75, agrupamento de diferencia ¢cao 205),
CD226 (DNAM1, agrupamento de diferenciacdo 226, mol écula 1
acessoria DNAX, PTA1, antigeno 1 de ativagdo de pla guetas e
células T), CD244 (agrupamento de diferenciacdo 244 , receptor
de células exterminadoras naturais 2B4), CD262 (DR5 , TrailR2,
TRAIL-R2, membro da superfamilia do receptor do fat or de
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necrose tumoral 10b, TNFRSF10B, agrupamento de dife

262, KILLER, TRICK2, TRICKB, ZTNFR9, TRICK2A, TRICK
TLRA4,
diferenciagao 284), CD288 (receptor semelhante a To

(receptor semelhante a Toll 4, agrupamento
agrupamento de diferenciagéo 288), fator inibidor d

(LIF), TNFSF15 (membro 15 da superfamilia do fator

tumoral, inibidor de crescimento endotelial vascula

TL1A), TDO2 (triptofano 2,3-dioxigenase, TPH2, TRPO
(fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1)
(disialogangliosideo 2), TMIGD2 (proteina 2 contend

de imunoglobulina e transmembrana), RGMB (familia d
RGM, membro B), VISTA (supressor contendo imunoglob
dominio V da ativacao de células T, B7-H5, homologo

BTNL2 (proteina e semelhante a butirofilina), Btn (
butirofilina), TIGIT (imunorreceptor de células T ¢

de Ig e ITIM, Vstm3, WUCAM), Siglecs (lectinas seme

isto é, SIGLEC-15,
de

familia de

Ilg de ligagdo ao acido sidlico),
VEGFR do fator
vascular), ILT (LIRS,

imunoglobulinas,

neurofilina, (receptor

endotelial familia

transcritos semelhantes a receptor
leucocitarios semelhante a imunoglobulinas), famili
do grupo

transmembranade lectinatipo C), MICA (sequéncia A

(familias exterminador  natural,
ao polipeptideo MHC classe 1), TGF
transformacao), via STING (estimulador
interferon), Arginase (arginina amidinase, canavana
arginase, arginina transamidinase), EGFRuvIII (varia
receptor do fator de crescimento epidérmico), e HHL
B7y, proteina de associacdo de HERV-H LTR 2, homdélo

, inibidores de PD-1 (proteina de morte celular pro
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PD-1, CD279, agrupamento de diferenciacao 279), PD- L1 (B7-H1,
homélogo 1 de B7, ligante de morte programada 1, CD 274,
agrupamento de diferenciagéo 274), PD-L2 (B7-DC, li gante 2 de
morte celular programada 1, PDCD1LG2, CD273, agrupa mento de
diferenciacéo 273), CTLA-4 (proteina 4 associada a linfécitos

T citotoxicos, CD152, agrupamento de diferenciacao 152), BTLA
(atenuador de linfocitos B e T, CD272, agrupamento de
diferenciacdo 272), indoleamina 2,3-dioxigenase (ID O, ID01),
TIM3 (HAVCR2, receptor celular 2 do virus da hepati te A,
mucina-3 de imunoglobulina de células T, KIM-3, mol écula 3 de
lesé@o renal, TIMD-3, dominio 3 da mucina de imunog| obulina de
células T), receptor de adenosina A2A (receptor ADO ), CD39
(ectonucleosideo trifosfato difosfo-hidrolase-1, ag rupamento
de diferenciacdo 39, ENTPD1), e CD73 (Ecto-5'-nucle otidase,
5'-nucleotidase, 5'-NT, agrupamento de diferenciaca 073),CD27
(agrupamento de diferenciacao 27), ICOS (CD278, agr upamento de
diferenciacdo 278, coestimulador de células T induz ivel),
CD137 (4-1BB, agrupamento de diferenciacdo 137, mem bro 9 da
superfamiliado receptor do fator de necrose tumora |, TNFRSF9),
OX40 (CD134, agrupamento de diferenciacdo 134), TNF SF25
(membro 25 da superfamilia do receptor do fator de necrose
tumoral), IL-10 (interleucina-10, fator inibidor da sintese de

citocinas humanas, CSIF) e galectinas.

[167] ERBITUX® (cetuximabe, Bristol-Meyers
Squibb) é um exemplo de um anticorpo monoclonal qui mérico
recombinante humano/de camundongo aprovado que se | iga
especificamente ao dominio extracelular do receptor do fato de

crescimento epidérmico humano (EGFR).
[168] RITUXAN®P (rituximabe, Biogen IDEC /
Genentech) é um exemplo de um anticorpo anti-CD20 a provado.
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[169] YERVOY
Squibb) é um exemplo de um anticorpo anti-CTLA-4 ap rovado.

[170] KEYTRUDA(pembrolizumabe; Merck) e OPDIVO ®
(nivolumabe; Bristol-Meyers Squibb Company) sdo exe

(ipilimumabe; Bristol-Meyers

mplos de
anticorpos anti-PD-1 aprovados.
[171] TECENTRIQY (atezolizumabe; Roche) € um
exemplo de um anticorpo anti-PD-L1 aprovado.
[172] BAVENCIC™ (avelumabe; Merck KGaA e Pfizer
e Eli Lilly e Company) é um exemplo de um anticorpo anti-PD-
L1 aprovado.
[173]

Medimmune/AstraZeneca) € um exemplo de um anticorpo

IMFINZI ™ (durvalumabe;
anti-PD-
L1 aprovado.

[174] Os Exemplos ilustram varias modalidades da

presente revelacdo, mas 0s mesmos ndo devem ser con siderados
limitadores da revelagdo a apenas essas modalidades
particularmente reveladas.
EXEMPLOS
Exemplo 1
Sequéncias de aminoacidos
CDRs de cadeia leve
LCDR1 LCDR2 LCDR3
SEQIDNO:I | RASSGVNYMY SEQIDNO:2 | YTSILAP | SEQIDNO:3 | QQFTSSPYT
SEQIDNO:4 | RASQSIGTSIH SEQIDNO:5 | YGSESIS | SEQIDNO:6 | QQSNTWPLT
SEQIDNO:7 | SASSIIGSDFLH SEQIDNO:8 | RTSILAS | SEQIDNO:9 | QQGSGLPLT
SEQIDNO:10 | KASQDINSHLS SEQIDNO:11 | RANRLAD | SEQIDNO:12 | LQYDEFPYT
SEQIDNO:13 | SASSSVSYMY SEQIDNO:14 | LTSNLAS | SEQIDNO:15 | QQWSGNPF[T
SEQIDNO:16 | RASENIYSYLT SEQIDNO:17 | NAKTLAE | SEQIDNO:18 | QHHYGSPRT
SEQIDNO:19 | SASSSISSNFLH SEQIDNO:20 | RTSILAS | SEQIDNO:21 | QQGSGLPLT
SEQIDNO:22 | SSVSY SEQIDNO:23 | DTS SEQ IDNO:24 | QQWSSFPWT
SEQIDNO:25 | EDIYDR SEQIDNO:26 | GTA SEQIDNO:27 | QQYWTTPWT
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SEQID NO:28 | SSVNY SEQIDNO:29 [ YTS SEQIDNO:30 | QQFTSSPFT
SEQIDNO:31 | RANRLAT | SEQIDNO:32 | QQYDEFPY]
CDRs de cadeia pesada
HCDR1 HCDR2 HCDR3
SEQID KYWIE SEQID EILPGSVITNYNEKFKG | SEQ ID WGLYDSDDGVDY
NO:33 NO:34 NO:35
SEQ D GCTMS | SEQID YISNGGDITYYPDTVKG| SEQ ID LDGYYYAMDF
NO:36 NO:37 NO:38
SEQID SYVMH | SEQ D YINPYNDGPKYNEKFKG SEQ ID WDYFNSASGFAF
NO:39 NO:40 NO:41
SEQ D DYFLN SEQ D RINPYNGDSFINQNFRD| SEQ ID GGYDGYFIAYFDY
NO:42 NO:43 NO:44
SEQ D SYTMH SEQID YINPTIGYTEYNQKFKD | SEQ ID LVITSVLGRAMDY
NO:45 NO:46 NO:47
SEQID DYGVN | SEQID WVNTNTRESTYVEDFKGSEQ 1D GAYDAYYYYYGMDY
NO:48 NO:49 NO:50
SEQ D TYVMH SEQ D YINPNNDGPNYNEKFKG SEQ ID WDSYNSAAGFAY
NO:51 NO:52 NO:53
SEQID GFTLSTYT| SEQ ID ITSGDTYT SEQ D TRDRPLFH
NO:54 NO:55 NO:56
SEQ D GYTFTDYE| SEQ ID IHPGSGGT SEQID TRAVSGYYAMDY
NO:57 NO:58 NO:59
SEQID GYTFSNYL| SEQ ID IYPGDNNT SEQ D AGGTDYDGFAN
NO:60 NO:61 NO:62
SEQID
NO:63 ARAVSGYYAMDY
Sequéncias de dominio variavel de cadeia leve (V L)
murinas e sequéncias de dominio variavel de cadeia leve (V L)

humanos

SEQ ID
NO:64

ENVLTQSPAIMSASLGEKVTMSCRASSGVNYMYWYQQKSDASPKULARGBPARFSGSGSGNS

YSLTISSMEGEDAATYYCQQFTSSPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID
NO:65

DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQSIGTSIHWYQQRTNGSPRLLBEESGIPSRFSGSGSGT

DFTLSINSVESEDIADYYCQQSNTWPLTFGDGTKLELK
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EIVLTQSPTTMAASPGEKITIICSASSIIGSDFLHWYQQRPGFSPKFLIYBILASGVPTRFTGSGSG
TSYSLTIGTMEAEDVATYYCQQGSGLPLTFGSGTKLEMK

SEQ ID
NO:67

DIKLTQSQSSMYSSLGQRVTITCKASQDINSHLSWFQEKPGKSPKTINRRADGVPSRFSGSGSG
DYFLTISSLEYEDVGIYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID
NO:68

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWFQQKPRSSPKPMIKETS/PARFSGSGSGT
YSLTISSMEAEDAATYYCQQWSGNPFTFGSGTKLEIK

SEQ ID
NO:69

DIOQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENIYSYLTWYKQKQGKSPQLIWYMEGVPSRFSGSGSG
QFSLKINSLQPEDFGSYYCQHHYGSPRTFGGGTKLEIK

SEQ ID
NO:70

EIVLTQSPTTMAASPGEKITIICSASSSISSNFLHWYQQKPGFSPRFLIVRLASGVPTRFSGSGSG
TSYSLTIDTMEAEDVATYYCQQGSGLPLTFGSGTKLEIK

SEQID
NO:71

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLINYBSSVPVRFSGSGSGT
YSLTISRMEAEDAATYYCQQWSSFPWTFGGGTKLEIK

SEQID
NO:72

DIOQMTQSSSSFSGSLGDRLTINCKASEDIYDRVAWYQQKPGNAPRLABETGVLSRFSGSGSG
DYTLSINGLQAEDVATYYCQQYWTTPWTFGGGTKLEIK

SEQID
NO:73

ENVLTQSPAIMSASLGEKVTMSCRASSSVNYMYWYQQKSDASPKLKIXFEEFPARFSGSGSGN
YSLTISSMEGEDAATYYCQQFTSSPFTFGSGTKLEIK

SEQID
NO:74

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSHLSWYQQKPGKAPKLNRBAT GVPSRFSGSGSG
DFTFTISSLQPEDIATYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID
NO:75

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSHLSWYQQKPGKAPKLNRBAT GVPSRFSGSGSG
DFTFTISSLEYEDIATYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIK

SEQID
NO:76

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSHLSWYQQKPGKAPKLNRBAT GVPSRFSGSGSG
DFTFTISSLQPEDIATYYCQQYDEFPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID
NO:77

DIKMTQSPSSMYASLGQRVTITCKASQDINSHLSWFQEKPGKSPKTNREBXDGVPSRFSGSGSG
DYFLTISSLEYEDVGIYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIK
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S DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASEDIYDRVAWY QQKPGKAPKLEBSIET GVPSRFSGSGSG
EQID
Q DFTFTISSLQPEDIATYYCQQYWTTPWTFGGGTKVEIK
NO:78
S DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASEDIYDRVAWY QQKPGKAPKLESIET GVPSRFSGSGSG
EQID
NOQYQ DFTLTISSLQPEDFATYYCQQYWTTPWTFGGGTKVEIK
seop | D'/QMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASEDIYDRVAWYQQKPGKAPKLASIET GVLSRFSGSGSG
Q DFTLTISSLQAEDFATYYCQQYWTTPWTFGGGTKVEIK
NO:80
Sequéncias de dominio variavel de cadeia pesada (V H)
murinas e sequéncias de dominio variavel de cadeia pesada (V 1)
humanos
SEQID | QVQLQQSGAELMKPGASVKISCKATGYSFTKYWIEWVKQRPGHGLER@SETNYNEKFKGKATH
NO:81 | TADTSSNTVYMQLSSLTSEDSAVYYCTKWGLYDSDDGVDYWGQGTTLTVSS
SEQID | EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFSFSGCTMSWIRQTPERRLEWGGDITYYPDTVKGRFTI
NO:82 | SRDNAKNSLYLQMSSLKSEDTAMYYCARLDGYYYAMDFWGQGTSVTVSS
SEQID | EVQLQQSGPEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGIEYWBBPKYNEKFKGKAT]
NO:83 | TSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYFCARWDYFNSASGFAFWGQGTLVTVSA
SEQID | EVQLQQSGPDLVKPGASVKISCKASGYSFTDYFLNWVKQSHGKSLEWKBRDSFINQNFRDKAT
NO:84 | TVDKSSTTAHMDLLSLTSEDSAIYYCGRGGYDGYFIAYFDYWGQGSAVTVS
SEQID | QVQLQQSAAELARPGASVKMSCKASGYTFTSYTMHWVKQRPGQGUEWGYIEYNQKFKDKTTL
NO:85 | TADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCVRLVITSVLGRAMDYWGQGESVTVS
SEQID | QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTDYGVNWVKQGPGKDLQUNTRESTYVEDFKGRFA
NO:86 | SLETSASTAYLQINNLKNEDSSTYFCARGAYDAYYYYYGMDYWGQGSSVTV
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SEQID
NO:87

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFSTYVMHWIKHRPGQGINPEMMIYGPNYNEKFKGKAT
TSDISSSTAYMELSSLTSEDSAVYFCSRWDSYNSAAGFAYWGHGTLVTVSA

SEQID
NO:88

EVOQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTYTMSWVRQTPEKRLESGIATY TYYPDSVKGRFT
SRDNAKNTLYLOQMSSLKSEDTGMYYCTRDRPLFHWGQGTTLTVST

SEQID
NO:89

EVOQLQESGAELVRPGASVKLSCKALGYTFTDYEIHWVKETPVYGLEMRGBIGGTANNQKFKGKAT
TADKSSNTAYMELSSLTSEDSAVYYCTRAVSGYYAMDYWGQGTSVTVSS

'L

SEQ ID
NO:90

EVQLQESGAELVRPGTSVKMSCKAAGYTFSNYLIGWIKQRPGHGLEAREDINNTNYNEKFRVKAT]
TADTSSNTAYMHLTSLTSEDSAIYYCAGGTDYDGFANWGQGTLVTVSA

SEQ ID
NO:91

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTDYFLNWVRQAPGQGNPWNIGBRSFINQNFRDRVT
TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTBTVTVS

SEQID
NO:92

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYSFTDYFLNWVRQAPGQGNPYWNIGRSFINQNFRDRVT
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTBIVTVS

SEQID
NO:93

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTDYFLNWVRQMPGKGLEPANERISFINQNFRDQVT
SADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGEBTVTVS

SEQ ID
NO:94

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTDYFLNWVRQAPGQGNPYWNIGRSFINQNFRDRVT
TVDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTHEIVTVS

SEQID
NO:95

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYEIHWVRQAPGQGLHRASGOI TANNQKFKGRV]
TRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARAVSGYYAMDYWGQGTLVTVSS
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SEQID TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAVSGYYAMDYWGQGTLVTVSS
NO:96

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYEIHWVRQAPGQGLHYASGTANNQKFKGRVT

SEQID QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYEIHWVRQAPGQGLHYASGITANNQKFKGRVTM
NO:97 TADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTRAVSGYYAMDYWGQGTLVTVSS

Sequéncias de cadeia leve (LC) murinas e sequéncias

de cadeia leve (LC) humanas

SE
Q
1D
NO
9
8

ENVLTQSPAIMSASLGEKVTMSCRASSGVNYMYWYQQKSDASPKULARGBPARFSGSGSGNSYSLTI$
SMEGEDAATYYCQQFTSSPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEBBASVVCFLNNFYPKDINVKWKID
GSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEAIKNKSFNRNEC

DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQSIGTSIHWYQQRTNGSPRLLBEEISGIPSRFSGSGSGTDFTLSI
NSVESEDIADYYCQQSNTWPLTFGDGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEHRBASVVCFLNNFYPKDINVKWH
DGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSY TCEFMYAKSFNRNEC

EIVLTQSPTTMAASPGEKITIICSASSIIGSDFLHWYQQRPGFSPKFLIYRILASGVPTRFTGSGSGTSYSLT
IGTMEAEDVATYYCQQGSGLPLTFGSGTKLEMKRADAAPTVSIFPPISEQIASVVCFLNNFYPKDINVKWK
IDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEBABRRIKSFNRNEC

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSHLSWYQQKPGKAPKLNREATGVPSRFSGSGSGTDFTFT
SSLQPEDIATYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDERIRASVVCLLNNFYPREAKVQWKY
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\SSHRYGKSFNRGEC
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SE | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSHLSWYQQKPGKAPKLNRBATGVPSRFSGSGSGTDFTFT
Q | SSLEYEDIATYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDERERASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
ID | DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\SSRYGKSFNRGEC

SE | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSHLSWYQQKPGKAPKLNRBATGVPSRFSGSGSGTDFTFT
Q | SSLQPEDIATYYCQQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEBQIASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
ID | DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\S$SRYGKSFNRGEC

SE | DIKMTQSPSSMYASLGQRVTITCKASQDINSHLSWFQEKPGKSPKTNRBADGVPSRFSGSGSGQDYFLTI
Q | SSLEYEDVGIYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEHKASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
ID | DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\S$SRYGKSFNRGEC

SE | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASEDIYDRVAWYQQKPGKAPKLASIETGVPSRFSGSGSGTDFTFT
Q | SSLOPEDIATYYCQQYWTTPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSEHEJIASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
ID | DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\S$SRYGKSFNRGEC

SE | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASEDIYDRVAWYQQKPGKAPKLASIETGVPSRFSGSGSGTDFTLT
Q | SSLOPEDFATYYCQQYWTTPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSBEDARVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
ID | DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\S$SRYGKSFNRGEC

SE | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASEDIYDRVAWYQQKPGKAPKLASIETGVLSRFSGSGSGTDFTLT]
Q | SSLQAEDFATYYCQQYWTTPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSBEDARVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
ID | DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\S$SRYGKSFNRGEC

Peticdo 870210061351, de 06/07/2021, pag. 83/149



81/114

DIQMTQSSSSFSGSLGDRLTINCKASEDIYDRVAWYQQKPGNAPRIASETGVLSRFSGSGSGKDYTLS
NGLQAEDVATYYCQQYWTTPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSBETARVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE\SSHRYGKSFNRGEC

Sequéncias de cadeia pesada (HC) murinas e

sequéncias de cadeia pesada (HC) humanas

S

- o m

O 2 O

QVOLQQSGAELMKPGASVKISCKATGYSFTKYWIEWVKQRPGHGLERASHEITNYNEKFKGKATFTADTS
SNTVYMQLSSLTSEDSAVYYCTKWGLYDSDDGVDYWGQGTTLTVEFRARPIAPGSAAQTNSMVTLGCLV
KGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWRMNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGL
KPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSXBBVEVHTAQTQPREEQFNSTFRS
VSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYHERMAKDKVSLTCMITDFFPED
TVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTEGCHBMHHTEKSLSHSPGK

O Z2Z 0O - O m wmw © o r

[EnY

YFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSEVARBASSTKVDKKIVPRDCGCK|

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFSFSGCTMSWIRQTPERRLEWGEDITYYPDTVKGRFTISRDNA
KNSLYLQMSSLKSEDTAMYYCARLDGYYYAMDFWGQGTSVTVSSARPIAPE:SAAQTNSMVTLGCLVKG

U

CICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWBEVMEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVS
ELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIERRKAKDKVSLTCMITDFFPEDITV
EWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFREOSNHHEEKSLSHSPGK
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- O mwm

EVQLQQSGPEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQMEYWOBPKYNEKFKGKATLTSDK
SSTAYMELSSLTSEDSAVYFCARWDYFNSASGFAFWGQGTLVTVSRBKYPRAPGSAAQTNSMVTLGCL
KGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWRMNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGLC
KPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSXBBVEVHTAQTQPREEQFNSTFRS
VSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYHKERMAKDKVSLTCMITDFFPED
TVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTEGCBMHHTEKSLSHSPGK

< 0

O 2 O

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTDYFLNWVRQAPGQGNPWNIGRSFINQNFRDRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTTVTVSSASIKPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSBYBIKVDHKPSNTKVDKRVESKYG

PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEBREWYDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPBRSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQBSMMIFEEALHNHY TQKSLSLSLGK

- 0o mwr Fr PR

O 2 O
=<

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYSFTDYFLNWVRQAPGQGNPWNGREFINQNFRDRVTITADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTTVTVSSASIKPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSBYBIKVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEBREWYDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPRRSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQBSMMIFEEALHNHY TQKSLSLSLGK

O 2 0O — O mwmwbdN kP P

A
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- O mwm

O 2 O

EVOQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTDYFLNWVRQMPGKGLEPNINERISFINQNFRDQVTISADK]
ISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTTVTVSTHASMKPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSBYBIKVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEBREWWYDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPBRSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQBSMMIFEEALHNHY TQKSLSLSLGK

U7

<

— O m wn K~ kL L

O 2 O

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTDYFLNWVRQAPGQGNPYNIGREFINQNFRDRVTMTVDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGYFIAYFDYWGAGTTVTVSSASIKPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSBYBIKVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEBREWYDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPRRSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQBSMMIFEEALHNHY TQKSLSLSLGK

O 2 0O — O m wmw aa kF» kK

A

EVOLQQSGPDLVKPGASVKISCKASGYSFTDYFLNWVKQSHGKSLEYGRIDSFINQNFRDKATLTVDKS
STTAHMDLLSLTSEDSAIYYCGRGGYDGYFIAYFDYWGQGSLVTVSBRSVRPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSBYBIKVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEBREWYDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPRRSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQBSMMIFEEALHNHY TQKSLSLSLGK
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYEIHWVRQAPGQGLHNASGHTANNQKFKGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARAVSGYYAMDYWGQGTLVTVSSASHRIGHECSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPRPC
PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEYYBBWEVHNAKTKPREEQFNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQNSDHEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVMHEASYINHY TQKSLSLSLGK

- O mwm

O 2 O

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYEIHWVRQAPGQGLHVASGIHTANNQKFKGRVTITADES
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAVSGYYAMDYWGQGTLVTVSSASHRIGHFECSRSTSESTAALGCLVKI
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPRPC
PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEYYBBWEVHNAKTKPREEQFNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQNSDHEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNMHEASYINHY TQKSLSLSLGK

— o mw N R~k R
A\

O 2 O

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYEIHWVRQAPGQG LHEVASGIITANNQKFKGRVTMTADTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTRAVSGYYAMDYWGQGTLVTVSSASFRGHECSRSTSESTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPRPC
PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEYYBIBWEVHNAKTKPREEQFNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQFSDHEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNWMHEASYINHY TQKSLSLSLGK

O 2 0O — O m wmw © F k

A
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O 20 -~ O mwm

1
2
0

EVQLQESGAELVRPGASVKLSCKALGYTFTDYEIHWVKETPVYGLEMRGBIGGTANNQKFKGKATLTADH
SNTAYMELSSLTSEDSAVYYCTRAVSGYYAMDYWGQGTSVTVSSAHFRGPESRSTSESTAALGCLVKI
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKVDHKPSNTKVDKRVESKYGPH
PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEYYBBYWEVHNAKTKPREEQFNSTY
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQRSQEHEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNMFEASYINHYTQKSLSLSLGK

PC

D

Sequéncias de SIRP  ae SIRP vy

S

Oz 0O — O m

BN R

S

U 0 —

Q

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPAREQKH

GHFPRVTTVSESTKRENMDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTGRKS

TELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDITLKWFKSIB)
FQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPIRGT]
ETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNWSRT
VTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHPKRY

QGSNTAAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSERS

LHEPEKNAREITQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQP3H
SEDTLTYADLDMVHLNRTPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

NE

A

ET
SAH

O 20 -~ O mwm

1
2
2

< T X - !

EEELOMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLPVGPVLWFRGVGPGREIMEN

GHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRISSITPADVGTYYCVKFRKGSPENMEPK

GTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITLKWEKSI(
DFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDIR
SEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNAE(
TLTENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLAG®Y
DQSSDATPGPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT

Sequén

cias de Fc de IgG humana

de
Fc

1gG1

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALIFFEWHQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLEGHRRKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLIW/NGBE Y KCKVSNKALPAPI
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huma
na
SEQ

NO:1
23

KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE®REIENNYKTTPPVLDSDGSH
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

19G1

N297
Q de
Fc
huma
na
SEQ

NO:1
24

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAOFFEWHQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLEGHFRKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYRVVSVIMINNGBEYKCKVSNKALPAPI
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEBESENNYKTTPPVLDSDGSH
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

1gG2
de

Fc
huma
na
SEQ

NO:1
25

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTERWHQSSGLYSLSSVVTVH
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPBKFKEH LMISRTPEVTCVVVL
VSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHIDWOKE SNKGLPAPIEKTIS
KTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWEMNNYEHEPPMLDSDGSFFLYS
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

19G3
de

Fc
huma
na
SEQ

NO:1
26

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAODTFFBVHQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTQTYTCNVNHKPSNTKVDKRVELKTPLGDTTHTCPRCPEPKITIPRCPEPKSCDTPPPCPR
PEPKSCDTPPPCPRCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTGABHADPEVQFKWYVDGVEV
AKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIERRGEQPREPQVYTLPPSREE
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLDSDGSERMIBSRWQQGNIFSCSVMH
ALHNRFTQKSLSLSPGK

Cc

M

9G4
de
Fc
huma

na

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTERWHQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPEYAKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLERBYHMNKVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNY®FPTPPVLDSDGSFFLY
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
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SEQ

NO:1
27

1gG4
S228
P de
Fc

huma
na

SEQ

NO:1
28

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTRGHLQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPEHAKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLEREYHMNKYVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNY®PTPPVLDSDGSFFLY $
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

1%

1gG4
PE
de
Fc
huma
na
SEQ

NO:1
29

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTRGVHLQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPBKPKIDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLEREYHNKYVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWENNY®PTPPVLDSDGSFFLY$
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

1gG4
PE’
de
Fc
huma
na
SEQ

NO:1
30

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTRGHLQSSGLYSLSSVVTVH
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPBKPKIDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLEREYHMNKYVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWENNY®PTPPVLDSDGSFFLY$
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

LC
capa
huma

na

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVYDNABQESHTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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SEQ
ID
NO:1
31
Exemplo 2
Ligacéo de anticorpos monoclonais SIRP a SIRP o
[175] A ligacéo de anticorpos monoclonais (mADbs)
anti-SIRP da presente revelacdo a SIRP alfa (SIRP o) foi
determinada por ELISA em fase sélida com o uso de u ma SIRP
alfa humana etiquetada com Fc. A ligagao por antico rpos anti-
SIRP solulveis foi medida in vitro
[176] SIRPa humana etiquetada com Fc (ACRO n°
SIG-H5251, variante genotipica 1) é adsorvida em pl acas de
microtitulacdo de alta ligagcdo a uma concentracao d e 1 pg/ml
diluido em solucédo salina tamponada com fosfato (PB S) de um
dia para o outro a 4 °C. A solucéo de revestimento € removida,

0s poc¢os sao lavados e, entéo, bloqueados com casei

PBS contendo Tween 20 a 0,5% (PBST) por 60 minutos

temperatura ambiente durante agitacdo. A solucéo de

€ removida, 0s pocos sdo lavados e incubados por 60
temperatura ambiente durante agitacdo com mAbs anti
murinos ou humanos diluidos em PBST a uma concentra

de 30 pg/ml e reduzindo-se a concentracao em diluig

de 3vezes. OspocossaolavadostrésvezescomPBS

por 60 minutos a temperatura ambiente durante agita
anticorpo secundario anti-camundongo ou anti-humano
identificado com HRP (Jackson ImmunoResearch Labora
diluido em 1:10000 em PBST. Os pogos sao lavados e,
incubados com substrato de peroxidase, e a absorvan

nm é medida. As afinidades aparentes foram calculad

uso de um modelo de ajuste nao linear (GraphPad Pri
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[177] Conforme mostrado na Tabela 1, todos os
mAbs anti-SIRP sollveis ligados a SIRP o humana tém afinidades
aparentes na faixa picomolar a nanomolar. Figura 1A — Figura

1V demonstram curvas de ligagdo representativas para
anticorpos da presente revelacéo.
Tabela 1. Ligagdo de anticorpos anti-SIRP a SIRP

humana.
Ke de
ligacdo a
SIRPa
humana (pM)

SIRP1 39
SIRP2 182
SIRP3 289
SIRP4 161
SIRP5 65
SIRP6 131
SIRP7 197
SIRPS8 57
SIRP9 583
SIRP10 >10,000
SIRP11 194
SIRP12 165
SIRP13 1,565
SIRP14 565
SIRP15 608
SIRP16 >40,000
SIRP17 326
SIRP18 364
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SIRP19 >19,000
SIRP20 157
SIRP21 274
SIRP22 >11,000
SIRP23 164
Exemplo 3
Ligacdo de mAbs anti-SIRP de camundongo a SIRP o que
expressa células THP-1
[178] A atividade de ligacéo de anticorpos SIRP
de camundongo derivados de hibridoma SIRP1, SIRP2 e SIRP3 a
células THP-1 que expressam SIRP o, mas nado SIRP v, foi

determinada por citometria de fluxo.

[179] As células THP-1 foram incubadas por 60
min a 37 °C com concentrac¢des crescentes dos mAbs d iluidos em
PBS, pH 7,2. As células foram, entdo, lavadas com P BS e
incubadas por mais uma hora com anticorpo anti-camu ndongo de

jumento  identificado com  Alexa  Fluor-647  (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) em PBS. As células for am lavadas,
e a ligacao foi analisada com o uso de um citbmetro de fluxo
C6 Accuri (Becton Dickinson).

[180] Conforme mostrado na Figura 2 , todos os
anticorpos se ligaram a células THP-1 que expressam SIRP o de

uma maneira dependente da concentracao.

Exemplo 4

Ligacdo de mAbs SIRP a SIRP v

[181] A ligacdo de anticorpos anti-SIRP da
presente revelacdo a SIRP gama (SIRP y) foi determinada por
ELISA com o uso de uma SIRP v humana etiquetada com Fc. A
ligacdo por anticorpos anti-SIRP soluveis foi medid a invitro

[182] A SIRP v humana etiquetada com Fc (ACRO n°
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SIG-H5253) é adsorvida em placas de microtitulacao
ligacdo a uma concentracdo de 1 pg/ml em solugdo sa
tamponada com fosfato (PBS) de um dia para o outro
solucdo de revestimento é removida, 0s pog¢os séo la
entdo, bloqueados com caseina a 75% em PBS contendo

a 0,5% (PBST) por 60 minutos a temperatura ambiente
agitacdo. A solucdo de blogueio é removida, os poco
lavados e incubados por 60 minutos a temperatura am
durante agitacdo com mAbs anti-SIRP diluidos em PBS
concentracao inicial de 30 pg/ml e reduzindo-se ac

em diluicbes em série de 3 vezes. Os pocos foram la

vezes com PBST e incubados por 60 minutos a tempera
ambiente durante agitacdo com um anticorpo secundar
camundongo ou anti-humano de jumento identificado c
(Jackson ImmonResearch Laboratories) diluido em 1:1
PBST. Os pocos sao lavados e, entéo, incubados com

de peroxidase, e a absorvancia a 450 nm € determina
afinidades aparentes foram calculadas com o uso de

de ajuste néo linear (GraphPad Prism).

[183]
anti-SIRP soluveis SIRP2, SIRP3, SIRP4, SIRP5, SIRP
SIRPY9, SIRP10, SIRP11, SIRP12, SIRP16, SIRP17, SIRP
SIRP21 e SIRP23 se ligaram a SIRP gama humana com a
aparentes na faixa de picomolar ou nanomolar. Adici
os mAbsanti-SIRP, SIRP1, SIRP8, SIRP13, SIRP14, SI
e SIRP22, ndo se ligam significativamente a SIRP ga
em concentracdes de mAb de até 30 pg/ml.
demonstram curvas de ligagdo representativas deriva

anticorpos da presente revelagao.
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Tabela 2. Ligagdo de anticorpos anti-SIRP a SIRP

humana.
Ky de
ligacdo de
SIRPy
humana
(M)
SIRP1 *NB
SIRP2 734
SIRP3 170
SIRP4 274
SIRP5 126
SIRP6 183
SIRP7 99
SIRP8 *NB
SIRP9 510

SIRP10 >10,000
SIRP11 7,223
SIRP12 >12,000

SIRP13 *NB
SIRP14 *NB
SIRP15 >14,000
SIRP16 *NB

SIRP17 >15,000
SIRP18 >34,000
SIRP19 *NB
SIRP20 >29,000
SIRP21 >21,000
SIRP22 *NB
SIRP23 225

*NB - nenhuma ligacdo detectada na concentracdo de

mAb até 30 pg/mi
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Exemplo 5
Ligacdo de mAbs de camundongo a SIRP vy que expressa

células T Jurkat
[184] A atividade de ligacado de mAbs SIRP
derivados de hibridoma de camundongo a células Jurk at que

expressam SIRP vy, masnédo SIRP ¢, foi determinada por citometria
de fluxo.
[185] As células Jurkat foram incubadas por 60

min a 37 °C, CO 2 a 5%, com concentra¢cdes crescentes dos mAbs

anti-SIRP diluidos em solucédo salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,2. As células foram, entdo, lavadas com PBS e
incubadas por mais uma hora com anticorpo anti-camu ndongo de

jumento  identificado com  Alexa  Fluor-647  (Jackson

ImmunoResearch Laboratories) em PBS. As células for am lavadas,
e a ligacao foi analisada com o uso de um citbmetro de fluxo
C6 Accuri (Becton Dickinson). Alternativamente, as células
foram incubadas por 1 ha 37 °C com a concentracao de saturacao

de 10 pg/ml de mAbs SIRP no tampé&o de ligacéo conte ndo EDTA 1
mM (Sigma Aldrich), FBS a 1% (Biowest) em PBS (Corn ing). As
células foram, entdo, lavadas e manchadas por 45 mi n sob as

mesmas condicdes com anticorpo secundério ligado a

isotiocianato de fluoresceina ( FITC) de IgG anti-camundongo de
jumento (Jackson ImmunoResearch Laboratories). As ¢ élulas
foram, entdo, lavadas e analisadas por citometria d e fluxo

(Attune, Life Technologies).

[186] Conforme mostrado na Figura 4A , SIRP3 se
ligou a células Jurkat que expressam SIRP v, enquanto SIRP2 ou
SIRP1néo exibiunenhumaligagéo. Alémdisso, confo rme mostrado

na Figura 4B , SIRP9 se ligou a células Jurkat a uma
concentracdo de 10 pg/ml, comparavel a KWAR-23 que se mostrou,
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anteriormente, que se liga a SIRP

nenhuma ligagéo a SIRP v has células Jurkat.

v, enquanto SIRP4 nao exibiu

Exemplo 6
mADbs anti-SIRP blogueiam ligacdo de CD47/SIRP o
[187] Para avaliar a capacidade de anticorpos

anti-SIRP da presente revelacdo para bloquear a lig acao de

CD47 a SIRP o in vitro
uso de placas de ELISA revestidas com SIRP
com histidina (HIS).

, 0 seguinte método foi empregado com o

o humana etiquetada

[188] SIRPa humana etiquetada com HIS (ACRO n°

SIG-H5225) é adsorvida em placas de microtitulacdo
ligacdo a uma concentracéo de 1 pg/ml diluido em PB
para o outro a 4 °C. A solucao de revestimento € re

pocos sao lavados e, entdo, bloqueados com caseina

PBS contendo Tween 20 a 0,5% (PBST) por 60 minutos

temperatura ambiente durante agitacdo. A solucéo de

€ removida, 0s pocos sdo lavados e incubados por 60
temperatura ambiente durante agitacdo com mAbs anti
diluidos em PBST a uma concentracdo inicial de 30 p
reduzindo-se a concentracdo em diluicbes em série d

Os pocgos sao lavados trés vezes com PBST e incubado
minutos a temperatura ambiente durante agitacdo com
humano etiquetado com FC (ACRO n° CD7-H5256) auma

de 250 ng/ml em PBST. Os poc¢os sao lavados trés vez

e incubados por 60 minutos a temperatura ambiente d
agitacdo com um anticorpo secundario anti-camundong
humano de jumento identificado com HRP (Jackson Imm
Laboratories) diluido em 1:20000 em PBST. Os po¢os

e, entao,
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absorvancia a 450 nm é determinada. A IC s0 foi calculada com o
uso de um modelo de ajuste nao linear (GraphPad Pri sm).
[189] Conforme mostrado na Tabela 3, os mAbs
anti-SIRP soluveis, SIRP2, SIRP3, SIRP4 e SIRP7, bl oqueiam a
ligagéo de SIRP o humana ao CD47 humano com valores de IC 50 Na
faixananomolar. Além disso, os mAbs anti-SIRP solu veis, SIRP1,
SIRP5, SIRP6, SIRP8 e SIRP10, foram incapazes de bl oquear a
ligacdo de SIRP o humana ao CD47 humano a concentractes de mAb
de até 30 pg/ml. Figura 5A — Figura 5G demonstra curvas de
inibicdo representativas derivadas dos anticorpos d a presente
revelacao.
Tabela 3. Bloqueio de ligagdo de CD47/SIRP o por
anticorpos anti-SIRP.
Bloqueio
de SIRP «
(IC 50 NM)
SIRP1 *NB
SIRP2 3
SIRP3 2,7
SIRP4 0,71
SIRP5 *NB
SIRP6 *NB
SIRP7 11
SIRPS8 *NB
SIRP10 *NB

*NB - nenhum bloqueio detectado na concentracéo de
mAb concentracao de até 30 pg/ml
Exemplo 7

Anticorpos monoclonais anti-SIRP bloqueiam a ligaca 0

de CD47/SIRP v
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[190] Para avaliar o efeito de mAbs anti-SIRP da
presente revelagdo na ligagdo de CD47 a SIRP vy in vitro , O
seguinte método foi empregado com o uso de placas d e ELISA

revestidas com CD47 humano etiquetado com HIS.

[191] O CDA47 humano etiquetado com HIS (ACRO n°
CD7-H5227) é adsorvido em placas de microtitulacao de alta
ligacdo a uma concentracdo de 2 pug/ml diluidos em P BS de um
dia para o outro a 4 °C. A solucéo de revestimento € removida,
0s poc¢os sao lavados e, entéo, bloqueados com casei naa 75% em
PBS que contém Tween 20 a 0,5% (PBST) por 60 minuto s a
temperatura ambiente durante agitacdo. A solucdo de bloqueio
€ removida, 0s pocos sdo lavados e incubados por 60 minutos a
temperatura ambiente durante agitacdo com mAbs anti -SIRP
diluidos em PBST a uma concentracdo inicial de 30 p g/ml e
reduzindo-se a concentracdo em diluicbes em série d e 3 vezes
e 0,5 pg/ml de SIRP v humana (ACRO n° SIG-H5253). Os po¢os sao
lavados trés vezes com PBST e incubados por 60 minu tos a
temperatura ambiente durante agitacdo com um antico rpo
secundario anti-camundongo ou anti-humano de jument o]
identificado com HRP (Jackson ImmunoResearch Labora tories)
diluido em 1:20000 em PBST. Os pocgos sao lavados e, entao,
incubados com substrato de peroxidase, e a absorvan cia a 450
nm é determinada. A IC 50 foi calculada com o uso de um modelo

de ajuste néo linear (GraphPad Prism).

[192] Conforme mostrado na Tabela 4, os mAbs
anti-SIRP soluveis, SIRP2, SIRP3, SIRP4, SIRP5, SIR P6 e SIRP7,
bloqueiam a ligacéo de SIRP v humana ao CD47 humano com valores
de IC 50 na faixa nanomolar. Além disso, os mAbs anti-SIRP
soltveis, SIRP1, SIRP8, SIRP9 e SIRP10, foram incap azes de
bloquear a ligacdo de SIRP v humana ao CD47 humano em
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concentracbes de mAb de até 30 pg/ml. Figura 6A — Figura 6H
demonstram curvas de inibicdo representativas deriv adas de

anticorpos da presente revelagéo.

Tabela 4. Bloqueio de ligagdo de CD47/SIRP vy por anticorpos
anti-SIRP.
Bloqueio
de SIRP v
(IC 50 NnM)
SIRP1 *NB
SIRP2 3,5
SIRP3 0,96
SIRP4 0,44
SIRP5 0,163
SIRP6 0,86
SIRP7 0,63
SIRPS8 *NB
SIRP9 *NB
SIRP10 *NB

*NB - nenhum bloqueio detectado em concentracéo de
mADb de até 30 pg/ml

Exemplo 8

mADbs anti-SIRP induzem fagocitose

[193] Para avaliar o efeito de mAbs anti-SIRP na
fagocitose de células tumorais por macréfagos in vitro , O
seguinte método foi empregado com o uso de citometr iade fluxo.
[194] Macrofagos derivados de mondcito humano
foram derivados da leucaferese de sangue periférico humano
saudavel e incubados em meio AIM-V (Life Technologi es)
suplementado com 50 ng/ml de M-CSF (Biolegend) por sete dias.
Para o0 ensaio de fagocitose in vitro , macrofagos foram
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recolocados em placas a uma concentracédo de 3x10 4 células por
poco em 100 pl de meio AIM-V suplementado com 50 ng /ml de M-
CSF em uma placa de 96 pocos e permitiu-se a adeséo por 24
horas. Uma vez que os macrofagos efetores aderiram ao prato de
cultura, as células cancerigenas humanas tidas como alvo
(Jurkat) foram identificadas com éster N-succinimid ilico de
diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina 1 pM (CFSE; S igma
Aldrich) e adicionadas as culturas de macrofagos a uma

concentracdo de 8x10 4 células em 100 pul de meio AIM-V sem

suplementos. Os mAbs anti-SIRP foram adicionados em varias
concentracoes, Figura 7A , ou 10 ug/ml dos anticorpos, Figura
7B, imediatamente apds a mistura de células alvo e ef etoras e
permitiu-se a incubacdo a 37 °C por 3 horas. Apos 3 horas,
todas células ndo fagocitadas foram removidas, e as células
restantes foram lavadas trés vezes com PBS. As célu las foram,
entdo, incubadas em Accutase (Stemcell Technologies ) para
separar macrofagos, coletadas em tubos de microcent rifuga e
incubadas em 100 ng de anticorpos CD14 identificado s ao
aloficocianina (APC) (BD biosciences) por 30 minuto s, lavadas
uma vez e analisadas por citometria de fluxo (Attun e, Life
Technologies) quanto a porcentagem de células CD14 * que eram

também CFSE*, indicando fagocitose completa.

[195] Conforme mostrado na Figura7A ena Figura
7B, 0s mAbs anti-SIRP soluveis, SIRP4, SIRP9, SIRP11, SIRP12,
SIRP13, SIRP14, SIRP15, SIRP16, SIRP17, SIRP18, SIR P19,
SIRP20, SIRP21, SIRP22 e SIRP23, induziram a fagoci tose de
células Jurkat por macrofagos humanos em comparacdo a um
anticorpo de controle de 1gG1 murino (Biolegend). E m
contrapartida, os mAbs anti-SIRP solaveis, SIRP1, S IRP2,
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SIRP3, SIRP7, SIRP8 e SIRP10, ndo induziram a fagoc itose de
células Jurkat por macréfagos humanos.

Exemplo 9

mAbs anti-SIRP induzem a fagocitose quando

combinados com um anticorpo anti-CD47

[196] Para avaliar o efeito de mAbs anti-SIRP e
mADbs anti-CD47 em combinacdo na inducdo de fagocito se de
células tumorais por macréfagos in vitro , 0 seguinte método

foi empregado com o uso de citometria de fluxo.

[197] Macrofagos derivados de mondcito humano
foram derivados da leucaferese de sangue periférico humano
saudavel e incubados em meio AIM-V (Life Technologi es)
suplementado com 50 ng/ml de M-CSF (Biolegend) por sete dias.
Para o0 ensaio de fagocitose in vitro , Mmacréfagos foram
recolocados em placas a uma concentracédo de 3x10 4 células por
poco em 100 ul de meio AIM-V suplementado com 50 ng /ml de M-
CSF em uma placa de 96 pocos e permitiu-se a adeséo por 24
horas. Uma vez que os macrofagos efetores aderiram ao prato de
cultura, as células cancerigenas humanas tidas como alvo
(Jurkat) foram identificadas com éster N-succinimid ilico de
diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina 1 pM (CFSE; S igma
Aldrich) e adicionadas as culturas de macrofagos a uma

concentracdo de 8x10 4 células em 100 pl de meio AIM-V sem

suplementos. mAbs anti-SIRP isoladamente, um mAb an ti-CD47
(conhecido porinduzir afagocitose) isoladamente o umAbs anti-
SIRP e anti-CD47 em conjunto foram adicionados em v arias
concentracfes imediatamente apds a mistura de célul as alvo e
efetoras e permitiu-se a incubagéo a 37 °C por 3 ho ras. Apos
3 horas, todas células néo fagocitadas foram removi das, e as
células restantes foram lavadas trés vezes com PBS. As células
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foram, entdo, incubadas em Accutase (Stemcell Techn ologies)
para separar macrofagos, coletadas em tubos de micr ocentrifuga
e incubadas em 100 ng de anticorpos CD14 identifica dos ao
aloficocianina (APC) (BD biosciences) por 30 minuto s, lavadas
uma vez e analisadas por citometria de fluxo (Attun e, Life
Technologies) quanto a porcentagem de células CD14 * que eram

também CFSE*, indicando fagocitose completa.

[198] Conforme mostrado na Figura 8A — Figura
8J, todos os mAbs anti-SIRP soluveis, SIRP1, SIRP2, S IRP3,
SIRP4, SIRP5, SIRP7, SIRP12, SIRP20, SIRP21 e SIRP2 2, aumentam
a fagocitose de células Jurkat por macrofagos human 0S para um
grau mais elevado quando combinados com mAbs anti-C D47 em

comparacao a qualquer agente isoladamente.

Exemplo 10

mAbs anti-SIRP induzem a fagocitose em combinacao
com Rituxan

[199] Para avaliar o efeito de mAbs anti-SIRP e
mAbs anti-CD20 em combinacdo na inducdo de fagocito se de
células tumorais por macréfagos in vitro , 0 seguinte método

foi empregado com o uso de citometria de fluxo.

[200] Macrofagos derivados de mondcito humano

foram derivados da leucaferese de sangue periférico humano
saudavel e incubados em meio AIM-V (Life Technologi es)
suplementado com 50 ng/ml de M-CSF (Biolegend) por sete dias.
Para o ensaio de fagocitose in vitro , macrofagos foram
recolocados em placas a uma concentracédo de 3x10 4 células por
poco em 100 pl de meio AIM-V suplementado com 50 ng /ml de M-
CSF em uma placa de 96 pocos e permitiu-se a adeséo por 24
horas. Uma vez que os macrofagos efetores aderiram ao prato de
cultura, as células cancerigenas humanastidas como alvo (RAJI)
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foram identificadas com éster N-succinimidilico de diacetato
de 5(6)-carboxifluoresceina 1 pM (CFSE; Sigma Aldri ch) e
adicionadas as culturas de macrofagos a uma concent racao de
8x10 4 células em 100 pl de meio AIM-V sem suplementos. m Abs
anti-SIRP isoladamente, um mAb anti-CD20 (Rituxan, Roche)
isoladamente ou mAbs anti-SIRP e anti-CD20 em conju nto foram
adicionados em varias concentracbes imediatamente a pos a
mistura de células alvo e efetoras e permitiu-se a incubacéao
a37°Cpor3horas. Apos 3 horas, todas célulasna ofagocitadas
foram removidas, e as células restantes foram lavad as trés
vezes com PBS. As células foram, entdo, incubadas e m Accutase
(Stemcell Technologies) para separar macrofagos, co letadas em
tubos de microcentrifuga e incubadas em 100 ng de a nticorpos
CD14 identificados ao aloficocianina (APC) (BD bios ciences)
por 30 minutos, lavadas uma vez e analisadas por ci tometria de
fluxo (Attune, Life Technologies) quanto a porcenta gem de

células CD14 +* que eram também CFSE *, indicando fagocitose

completa.
[201] Conforme mostrado na Figura 9A — Figura
9D, todos os mAbs anti-SIRP soluveis, SIRP1, SIRP2, S IRP3 e
SIRP7, aumentaram a fagocitose de células RAJI por macrofagos
humanos para um grau mais elevado quando combinados com mAbs
anti-CD20 em comparacdo com qualquer agente isolada mente.
Exemplo 11

mAbs anti-SIRP induzem a fagocitose em combinacao

com Erbitux e Avelumabe

[202] Para avaliar o efeito de mAbs anti-SIRP e
mADbs anti-EGRF ou mAbs anti-PD-L1 em combinacg&o na inducao de
fagocitose de células tumorais por macréfagos in vitro , O
seguinte método foi empregado com o uso de citometr ia de fluxo.
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[203] Macrofagos derivados de mondcito humano
foram derivados da leucaferese de sangue periférico humano
saudavel e incubados em meio AIM-V (Life Technologi es)
suplementado com 50 ng/ml de M-CSF (Biolegend) por sete dias.
Para o ensaio de fagocitose in vitro , macrofagos foram
recolocados em placas a uma concentragcédo de 3x10 4 células por
poco em 100 pl de meio AIM-V suplementado com 50 ng /ml de M-
CSF em uma placa de 96 pocos e permitiu-se a adeséo por 24
horas. Uma vez que os macrofagos efetores aderiram ao prato de
cultura, as células cancerigenas humanas tidas como alvo (FaDu
ou ES-2) foram identificadas com éster N-succinimid ilico de
diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina 1 pM (CFSE; S igma
Aldrich) e adicionadas as culturas de macrofagos a uma

concentracdo de 8x10 4 células em 100 pul de meio AIM-V sem

suplementos. mAbs anti-SIRP isoladamente, um mAb an ti-EGFR
(Erbitux, Bristol-Myers Squibb) isoladamente, um mA b anti-PD-
L1 (Avelumabe, Pfizer) ou mAbs anti-SIRP e anti-EGF R em
conjunto foram adicionados em varias concentracfes
imediatamente apds a mistura de células alvo e efet oras e
permitiu-se a incubacdo a 37 °C por 3 horas. Apos 3 horas,
todas células ndo fagocitadas foram removidas, e as células
restantes foram lavadas trés vezes com PBS. As célu las foram,
entdo, incubadas em Accutase (Stemcell Technologies ) para
separar macréfagos, coletadas em tubos de microcent rifuga e
incubadas em 100 ng de anticorpos CD14 identificado S ao
aloficocianina (APC) (BD biosciences) por 30 minuto s, lavadas
uma vez e analisadas por citometria de fluxo (Attun e, Life
Technologies) quanto a porcentagem de células CD14 * que eram

também CFSE*, indicando fagocitose completa.
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[204] Conforme mostrado na Figura 10A , SIRP4 de
mAb anti-SIRP sollvel aumentou a fagocitose de célu las FaDu
por macréfagos humanos para um grau mais elevado qu ando
combinada com mAbs anti-EGFR em comparagéo com qual guer agente
isoladamente. Conforme mostrado na Figura 10B , SIRP4 de mAb
anti-SIRP solluvel aumentou a fagocitose de células ES-2 por
macrofagos humanos para um grau mais elevado quando combinada

com mAbs anti-PD-L1 em comparacdo a qualquer agente
isoladamente.
Exemplo 12

mAbs anti-SIRP se ligam a macrofagos e células

dendriticas humanas

[205] Para avaliar a ligacdo de mAbs anti-SIRP a
SIRP o que expressa células, como macréfagos humanos e cé lulas
dendriticas, o seguinte método foi empregado com o uso de

citometria de fluxo.

[206] Mondcitos CD14 + humanos, isolados de
células mononucleares de sangue periférico (Astarte Biologics)
foram diferenciados in vitro por sete dias em macréfagos ou
células dendriticas. Para diferenciacdo de macrofag 0s,
mondcitos foram incubados em meio AIM-V (Life Techn ologies)
suplementado com 50 ng/ml de M-CSF (Biolegend) por sete dias.
Para diferenciacdo de células dendriticas, mondcito s foram
incubados em meio AIM-V (Life Technologies) na pres enca de
soro AB humano a 10% (Valley Biomedical), 200 ng/ml de GM-CSF
(Biolegend) e 50 ng/ml de IL-4 (Biolegend). As célu las foram
incubadas por1ha37 °C, CO 2 a5%, com diluicbes em série de
mADbs SIRP em tampé&o de ligagdo contendo EDTA 1 mM ( Sigma
Aldrich) e FBS a 1% (Biowest) em PBS (Corning). As células
foram, entédo, lavadas e manchadas por 45 min sob as mesmas
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condi¢cdes com anticorpo secundario ligado a isotiocianato de

fluoresceina ( FITC) de IgG anti-camundongo de jumento (Jackson

ImmunoResearch Laboratories). As células foram
subsequentemente manchadas com anti-CD14 ou anti-CD 1llc
conjugado ao fluoréforo de Alexa Fluor 647 (Biolege nd e Life
Technologies, respectivamente) por 30 min em gelo, lavadas e
analisadas por citometria de fluxo (Attune, Life

Technologies). A ligacao foi avaliada como a intens idade de

fluorescéncia FITC médiade células CD14

+ouCD11c +, subtraidas

de células manchadas com apenas o anticorpo secunda

[207] Conforme mostrado na Tabela 5, os mAbs

anti-SIRP soluveis, SIRP3, SIRP4, SIRP5 e SIRP9, be
18D5 e KWAR-23, se ligaram a SIRP

células dendriticas e/ou macrofagos com afinidades

na faixa picomolar.
representativas  derivadas
revelacao.

Figura 11

dos anticorpos

demonstra curvas de ligacéo

da present

Tabela 5. Ligacdo de mAbs anti-SIRP a SIRP

expressa células humanas.

Ka de ligacéo
de
macrofagos

humanos (pM)

Ka de ligacao
de células
dendriticas

humanas (pM)

SIRP3 ND* 3,47
SIRP4 20,7 50
SIRP5 ND* 770
SIRP9 93,7 ND*
18D5 37,3 41,2
KWAR-23 ND* 23,4

*Nao determinada
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Exemplo 13
mADbs anti-SIRP exibem ligacdo variavel a células T

CD3 humanas

[208] Para avaliar a ligacdo de mAbs anti-SIRP
em células T CD3 humanas, o seguinte método foi emp regado com

0 uso de citometria de fluxo.

[209] Células T CD3 humanas, isoladas de células
mononucleares de sangue periférico (Astarte Biologi cs), foram
incubadas em placas de fundo em V de 96 pocos a 2,5 x105
células/poco por1ha 37 °C,CO 2a5%, com diluicbes em série
de mAbs SIRP em tampéao de ligacdo contendo EDTA 1 m M (Sigma
Aldrich), FBS a 1% (Biowest) em PBS (Corning). As ¢ élulas
foram, entdo, lavadas e manchadas por 45 min sob as mesmas
condicbes com anticorpo secundario ligado a isotiocianato de
fluoresceina ( FITC) de IgG anti-camundongo de jumento (Jackson
ImmunoResearch Laboratories). As células foram
subsequentemente manchadas com anti-CD3 conjugado a 0
fluoréforo (BioLegend) de 3-carboxi-6,8-difluoro-7-
hidroxicoumarina (Pacific Blue) por 30 min em gelo, lavadas e

analisadas por citometria de fluxo (Attune, Life

Technologies). A ligacao foi avaliada como a intens idade de
fluorescéncia FITC médiade células CD3 *, subtraidas de células

CD3 manchadas com apenas o anticorpo secundario. Todos 0Ss
anticorpos SIRP foram gerados no local, exceto o LS B2.20
(BioLegend). Para células T ativadas, antes do ensa io de
ligacdo, as células T CD3 foram ativadas por 72 h e m uma placa
de fundo plano de 96 pocos revestida com 10 ug/ml de anti-CD3
(clone UCHT1,; BioLegend), a 1 x105 células/poco na presenca de

0,5 ug/ml de anti-CD28 (clone CD28.2; BioLegend).
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[210] Conforme mostrado na Tabela 6, a SIRP3,
SIRP7, SIRP9, KWAR-23 solluvel e o anticorpo especif ico para
SIRPy LSB2.20 se ligam as células T com afinidades na fa ixa
picomolar. As afinidades de mAbs anti-SIRP, SIRP4, SIRPS e
OSE-18D5 sédo muito menores e estao na faixa nanomol ar. Figura
12A, Figura 12B e Figura 12C demonstram curvas de ligacao

representativas derivadas dos anticorpos da present e
revelacao.
Tabela 6. Ligacdo de anticorpos anti-SIRP a SIRP

gue expressa células T humanas.

K ¢ de ligagéo Ka de Kq de ligacao
de células T ligacdo de de células T
humanas (pM) células T humanas (pM)
humanas
(PM)
Virgem Virgem Ativada
SIRP3 80,7 ND ND
SIRP4 NC* NC* NC*
SIRP5 NC* NC* NC*
SIRP7 83,9 ND ND
SIRP9 ND 1410 263
18D5 8410 NC* NC*
KWAR-23 4,04 1,59 6,22
LSB2,20 750 1260 950

*NC Na&ao calculado; intensidades de fluorescéncia

médias foram comparaveis com o nivel de origem de m lgG1
**Nao determinado.
Exemplo 14
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mAbs anti-SIRP n&o bloqueiam ligacdo de CDA47

soluvel/SIRP v celular

[211] Para avaliar o efeito de anticorpos anti-
SIRP da presente revelacdo no bloqueio da ligacdo d e CD47
soluvel a SIRP v que expressa células, o seguinte método foi
empregado com o uso de CD47 humano etiquetado com F c de IgG1
humana soluvel.

[212] Células T humanas de ALL (Jurkat) foram
incubadas a 2,5 x105 células/poco por1lha37 °C,CO 2a5%, com

10 ug/ml de mAbs anti-SIRP em tampao de ligacédo contendo ED TA
1 mM (Sigma Aldrich), FBS a 1% (Biowest) em PBS (Co rning).
Depois disso, CD47 humano etiquetado com Fc de IgGl humana
soluvel (ACRO n° CD7-H5256) foi adicionado para uma
concentracéo final de 50 ug/ml, e as células foram incubadas

conforme anteriormente por mais 1 h. As células foram, entéo,

lavadas extensivamente e manchadas por 45 min sob a S mesmas
condicbes com anticorpo anti-humano de jumento conj ugado a
Alexa Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch). As amostr as foram

analisadas por citometria de fluxo (Attune, Life

Technologies). Para analise, o manchamento de Fc de IgG1 humana
de origem na auséncia de CD47 etiquetado com Fc sol avel foi
subtraido daintensidade média de fluorescénciacom Alexa Fluor
647. O bloqueio foi avaliado como a redugéo na inte nsidade de
fluorescéncia média corrigida em relacdo a de orige m de Alexa
Fluor 647 na presen¢a de mAbs SIRP em comparacgéo co m controle
de 1gG1 murina (Biolegend, MOPC-21).

[213] Conforme mostrado na Tabela 7, os mAbs
anti-SIRP soluveis, SIRP4, SIRP9 e OSE 18D5, nao bl ogquearam a

ligacdo de SIRP vy com expressao celular ao CD47 solavel humano.
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KWAR-23 nado bloqueia a ligacédo de SIRP v de expressao celular
Jurkat ao CD47 soluvel humano.

Tabela 7. Bloqueio de ligagdao de CD47/SIRP vy por
anticorpos anti-SIRP.

Bloqueio de ligacao
de CD47 soluvel a
SIRPy em Jurkat

SIRP4 Sem bloqueio
SIRP9 Sem bloqueio
OSE 18D5 Sem bloqueio
KWAR-23 Bloqueio
Exemplo 15

mAbs anti-SIRP bloqueiam a ligagdo de CDA47

soluvel/SIRP  « celular

[214] Para avaliar o efeito de anticorpos anti-
SIRP da presente revelacdo na ligacdo de CD47 solav elaSIRP «
gue expressa células, o seguinte método foi emprega do com o
uso de macréfagos humanos de CD47 humano etiquetado com Fc de

IgG1 humana soluvel.
[215] Monécitos CD14 + humanos, isolados de
células mononucleares de sangue periférico  (Astarte

Biologics), foram diferenciados in vitro por sete dias em meio

AIM-V (Life Technologies) suplementado com 50 ng/ml de M-CSF
(Biolegend). Os receptores Fc de macréfagos foram, entao,
bloqueados com solucédo de bloqueio de receptor Fc h umano
(Biolegend) por 20 min a temperatura ambiente. As ¢ élulas
foram, entdo, lavadas e incubadas por 1 h a 37 °C, CO 2 a 5%,

com 10 ug/ml de mAbs anti-SIRP em tampéao de ligacdo contendo
EDTA 1 mM (Sigma Aldrich), FBS a 1% (Biowest) em PB S (Corning).

Depois disso, CD47 humano etiquetado com Fc de IgG1l humana
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soliavel (ACRO n° CD7-H5256) foi

concentracéo final de 20

adicionado para

conforme anteriormente por mais 1 h.
lavadas extensivamente e manchadas por 45 min sob a
condicbes com anticorpo anti-humano de jumento conj
Alexa Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch). As amostr
(Attune, Life

Technologies). Para analise, o manchamento de Fc de

analisadas por citometria de fluxo
de origem na auséncia de CD47 etiquetado com Fc sol
subtraido daintensidade média de fluorescénciacom
647. O bloqueio foi avaliado como a reducéo na inte
fluorescéncia média corrigida em relacdo a de orige
Fluor 647 na presenca de mAbs SIRP em comparacéo co
de 1gG1 murina (Biolegend, MOPC-21). Quatro doadore
mondacitos diferentes foram usados nesses ensaios co
e trés doadores por anticorpo testado.

[216]
anti-SIRP soluveis, SIRP4 e SIRP9, blogueiamaliga
com expressao celular em macrofagos ao CD47 solavel
mAb OSE 18D5 néo bloqueia a ligacdo de SIRP
celular ao CDA47 solavel humano.

Conforme mostrado na

Exemplo 16

mADbs anti-SIRP n&o inibem a proliferacdo de células

Figura 13

uma
ug/ml, e as células foram incubadas

As células foram, entao,

S mesmas
ugado a

as foram

IgG1 humana
avel foi
Alexa Fluor
nsidade de
m de Alexa
m controle
s de

m um minimo

, 0S mAbs

cdodeSIRP «

humano. O

o COm expressao

T
[217]
proliferacdo de células T induzida por células dend
alogénicas in vitro
de citometria de fluxo.
[218]

humanos foram geradas incubando-se monécitos CD14
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Biologics) em meio AIM-V (Life Technologies) suplem entado com
soro AB humano a 10% (Valley Biomedical), 200 ng/ml de GM-CSF
(Biolegend) e 50 ng/ml de IL-4 (Biolegend) por seis dias, com
adicdo de meio fresco repleto de citocinas no Dia 2 . Para o
ensaio de coculturade células dendriticas alogénic asecélulas

T, células dendriticas imaturas foram recolocadas e m uma placa
de 96 pocos a uma concentracdo de 1x10 5 células por poco.

Células T CD3 + derivadas de doador alogénico saudavel
identificado com corante de proliferacéo celular fl uorescente

CellTrace ™ Violet (Life Technologies) de quatro doadores

diferentes (Astarte Biologics) foram adicionadas a cultura a
uma razdo DC: células T de 1:5. Os mAbs anti-SIRP f oram
adicionados imediatamente na concentracdo de satura cao de 10
ug/ml, e as células foram incubadas a 37 °C, CO 2 a 5%, por 6-

7 dias em um volume total de 200 ul. As células foram, entéo,
separadas raspando-se 0s po¢os com pontas de pipeta e lavadas
em tampéo de classificacédo celular ativado por fluo rescéncia
(FBS a 1%, Biowest, em PBS). As células foram, enta 0, incubadas
com anticorpo CD3 identificado com corante fluoresc ente PerCP-
Cy5.5 (Biolegend) por 30 minutos em gelo, lavadas u ma vez e

analisadas por citometria de fluxo (Attune, Life

Technologies). A proliferacdo de células T foi medi da pela
diluicdo do corante CellTrace ™Violet na populagéo de células
CD3.

[219] Conforme mostrado na Figural4dA ena Figura
14B, os mAbs anti-SIRP, SIRP3, SIRP4, SIRP5, SIRP9, SI RP11,
SIRP12, SIRP13, SIRP14, SIRP15, SIRP17, SIRP18, SIR P20,
SIRP21, SIRP23 e OSE-18D5 néo tiveram efeito signif icativo na
proliferacdo de células T em comparacdo com o antic orpo de
controle (Biolegend). Em contrapartida, KWAR-23, qu e bloqueia

Peticao 870210061351, de 06/07/2021, pag. 113/149



111/114

a ligacdo tanto de SIRP o como de SIRP vy ao CD47 inibiu a
proliferacéo de células T.

Exemplo 17

mAbs anti-SIRP ndo inibem resposta de memoria de

células T especificas para antigeno

[220] Para avaliar o efeito de mAbs anti-SIRP na
resposta de memoria do antigeno em células T in vitro , O
seguinte método foi empregado com o uso de citometr ia de fluxo.

[221] Células mononucleares de sangue periférico
humano de um doador soropositivo para citomegalovir us (Astarte
Biologics) foram identificadas com corante de proli feracao
celular fluorescente CellTrace ™ Violet (Life Technologies) e
semeadas em 200000 células/po¢o em uma placa de 96 pocos. As
células foram, entdo, incubadas com diferentes conc entracoes
de antigeno para citomegalovirus (Astarte Biologics ) em meio
AIM-V (Life Technologies) suplementado com soro AB humano a
10% (Valley Biomedical), que induz um estimulo depe ndente de
antigeno de proliferacao de células T. mAbs anti-SI RP bem como
um mAb anti-CD47, clone B6H12, (Biolegend) foram ad icionados
imediatamente na concentracdo de saturacao de 10 ug/ml, e as
células foram incubadas a 37 °C, CO > a 5%, por cinco dias. A
proliferacéo de células T foi medida pela diluicdo do corante
CellTrace ™Violet na populagéo de células CD4 *.

[222] Conforme mostrado na Figura 15 , os mAbs
anti-SIRP soluveis, SIRP4, SIRP5 e SIRP9, ndo inibi ram a
capacidade de células T para estimular uma resposta de memodria
do antigeno para CMV. Em contrapartida, o clone B6H 12 do
anticorpo anti-CD47, que é conhecido por inibir res postas de
células T, reduziu a proliferacdo de células T em ¢ omparacgéao
com o anticorpo de controle de IgG1 murino (Biolege nd).
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Exemplo 18
Sequéncia de anticorpo SIRP o
LCDR1| LCDR2 | LCDR3| HCDR1| HCDR2| HCDR3
(SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ

Anti- D | D | D | D | D | D
corpo NO:) NO:) NO:) NO:) NO:) NO:)
SIRP1 1 2 3 33 34 35
SIRP2 4 5 6 36 37 38
SIRP3 7 8 9 39 A0 41
SIRP4 10 11 12 42 13 44
SIRP5 13 14 15 45 16 4j7
SIRP6 16 17 18 48 19 50
SIRP7 19 20 21 51 52 58
SIRP8 22 23 24 54 55 56
SIRP9 25 26 27 57 58 59
SIRP10 28 29 30 60 61 62
SIRP11 10 31 12 42 43 44
SIRP12 10 31 12 42 43 44
SIRP13 10 31 32 42 43 44
SIRP14 10 31 12 42 43 44
SIRP15 10 31 12 42 43 44
SIRP16 10 31 32 42 43 44
SIRP17 10 31 12 42 43 44
SIRP18 10 31 12 42 43 44
SIRP19 10 31 32 42 43 44
SIRP20 10 31 12 42 43 44
SIRP21 10 31 12 42 43 44
SIRP22 10 31 32 42 43 44
SIRP23 10 11 12 42 43 44
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LCDR1| LCDR2 | LCDR3| HCDR1| HCDR2| HCDR3
(SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ
Anti- D | B | D | D | D | D
corpo NO:) NO:) NO:) NO:) NO:) NO:)
SIRP24 25 26 27 57 58 63
SIRP25 25 26 27 57 58 63
SIRP26 25 26 27 57 58 63
SIRP27 25 26 27 57 58 63
SIRP28 25 26 27 57 58 63
SIRP29 25 26 27 57 58 63
SIRP30 25 26 27 57 58 59
SIRP31 25 26 27 57 58 5P
SIRP32 25 26 27 57 58 5P
SIRP33 25 26 27 57 58 63
W Vu | LC | HC
(SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ
D | D | D | D
NO:) NO:) NO:) NO:)
SIRP1 64 81 98 109
SIRP2 65 82 99 110
SIRP3 66 83 100 111
SIRP4 67 84
SIRP5 68 85
SIRP6 69 86
SIRP7 70 87
SIRP8 71 88
SIRP9 72 89
SIRP10 73 90
SIRP11 74 91 101 112
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LCDR1| LCDR2 | LCDR3| HCDR1| HCDR2| HCDR3
(SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ | (SEQ

Anti- D | B | D | D | D | D

corpo NO:) NO:) NO:) NO:) NO:) NO:)

SIRP12 75 91 102 112

SIRP13 76 91 103 112

SIRP14 74 92 101 113

SIRP15 75 92 102 113

SIRP16 76 92 103 113

SIRP17 74 93 101 114

SIRP18 75 93 102 114

SIRP19 76 93 103 114

SIRP20 74 94 101 115

SIRP21 75 94 102 115

SIRP22 76 94 103 115

SIRP23 77 84 104 116

SIRP24 78 95 105 117

SIRP25 79 95 106 117

SIRP26 80 95 107 117

SIRP27 78 96 105 118

SIRP28 79 96 106 118

SIRP29 80 96 107 118

SIRP30 78 97 105 119

SIRP31 79 97 106 119

SIRP32 80 97 107 119

SIRP33 72 89 108 120
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REIVINDICACOES

1. ANTICORPO MONOCLONAL, OU FRAGMENTO DE LIGACAO
AO ANTIGENO DO MESMO, caracterizado por se ligar
especificamente a SIRPx humana, que compreende trés regides
determinantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR1,
LCDR2, LCDR3) e trés regides determinantes de
complementaridade de cadeia pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3), em

que LCDR1, LCDR2 e LCDR3 sé&o selecionados dentre:

LCDR1 LCDR2 LCDR3

SEQ ID NO:1 RASSGVNYMY SEQ ID NO:2 YTSILA SEQ ID NO:3 QQFTSSPY
P T

SEQ ID NO:4 RASQSIGTSIH SEQ ID NO:5 YGSEST SEQ ID NO:6 QOSNTWPL
S T

SEQ ID NO:7 SASSIIGSDFL SEQ ID NO:8 RTSILA SEQ ID NO:9 QQGSGLPL
H S T

SEQ ID KASQDINSHLS SEQ ID RANRLA SEQ ID LQYDEFPY
NO:10 NO:11 D NO:12 T

SEQ ID SASSSVSYMY SEQ ID LTSNLA SEQ ID QQWSGNPF
NO:13 NO:14 S NO:15 T

SEQ ID RASENIYSYLT SEQ ID NAKTLA SEQ ID QHHYGSPR
NO:16 NO:17 E NO:18 T

SEQ ID SASSSISSNFL SEQ ID RTSILA SEQ ID QQGSGLPL
NO:19 H NO:20 S NO:21 T

SEQ ID SSVSY SEQ ID DTS SEQ ID QOWSSFEPW
NO:22 NO:23 NO:24 T

SEQ ID EDIYDR SEQ ID GTA SEQ ID QQYWTTPW
NO:25 NO:26 NO:27 T

SEQ ID SEQ ID YTS SEQ ID QQFTSSPF
NO:28 SSVNY NO:29 NO: 30 T

SEQ ID RANRLA SEQ ID QQYDEFPY
NO:31 T NO:32 T

e em que HCDR1, HCDR2 e HCDR3 sdo selecionados

dentre:
HCDR1 HCDR2 HCDR3

SEQ ID KYWIE SEQ ID EILPGSVITNYNEKFKG SEQ ID WGLYDSDDGVDY
NO:33 NO:34 NO:35

SEQ ID GCTMS SEQ ID YISNGGDITYYPDTVKG SEQ ID LDGYYYAMDF
NO:36 NO:37 NO:38

SEQ ID SYVMH SEQ ID YINPYNDGPKYNEKFKG SEQ ID WDYFNSASGFAF
NO:39 NO:40 NO:41

SEQ ID DYFLN SEQ ID RINPYNGDSFINQNFEFRD SEQ ID GGYDGYFIAYFDY
NO:42 NO:43 NO:44
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HCDR1 HCDR2 HCDR3

SEQ ID SYTMH SEQ ID YINPTIGYTEYNQKFKD SEQ ID LVITSVLGRAMDY
NO:45 NO:46 NO:47
SEQ ID DYGVN SEQ ID WVNTNTRESTYVEDFKG SEQ ID GAYDAYYYYYGMDY
NO:48 NO:49 NO:50
SEQ ID TYVMH SEQ ID YINPNNDGPNYNEKFKG SEQ ID WDSYNSAAGFAY
NO:51 NO:52 NO:53
SEQ ID | GFTLSTYT | SEQ ID ITSGDTYT SEQ ID TRDRPLFH
NO:54 NO:55 NO:56
SEQ ID | GYTFTDYE | SEQ ID THPGSGGT SEQ ID TRAVSGYYAMDY
NO:57 NO:58 NO:59
SEQ ID | GYTFSNYL | SEQ ID IYPGDNNT SEQ ID AGGTDYDGFAN
NO:60 NO:61 NO:62

SEQ ID EILPGSVITNYNEKFKG SEQ ID

NO:34 NO:63 ARAVSGYYAMDY

2. ANTICORPO MONOCLONAL, OU FRAGMENTO DE LIGACAO

AO ANTIGENO DO MESMO, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo anticorpo monoclonal ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo ser quimérico ou humanizado.
3. ANTICORPO MONOCLONAL, OU FRAGMENTO DE LIGACAO

AO ANTIGENO DO MESMO, de acordo com a reivindicacdo 1 a 2,
caracterizado por compreender uma combinacdo de um dominio
variadvel de cadeia pesada (Vu) e dominio wvariavel de cadeia
leve (Vi), em que a combinacdo é selecionada dentre o grupo
que consiste em:

i.um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:81 e um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO:64;

ii.um dominio variadvel de cadeia pesada que compreende
a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:82 e um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia de

aminodcidos SEQ ID NO:65;
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1ii.um dominio wvariavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:66;
iv.um dominio wvariavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:67;
v.um dominio variavel de

a sequéncia de aminoadcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:68;
vi.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:69;
vii.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:70;
viii.um dominio varidavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminoacidos SEQ ID NO:71;
ix.um dominio wvariavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminoacidos SEQ ID NO:72;
x.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoadcidos de
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cadeia pesada
SEQ ID NO:83

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:84

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:85

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:86

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:87

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:88

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:89

compreende a

cadeia pesada

SEQ ID NO:90

gue compreende
e um dominio
sequéncia de
gue compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende

e um dominio
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variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:73;
xi.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoacidos de

variavel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:74;
xii.um dominio variavel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:75;
x1ii.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:76;
xiv.um dominio variavel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:74;
xv.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:75;
xvi.um dominio variavel de

a sequéncia de aminoadcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:76;
xvii.um dominio varidavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:74;
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compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:91

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:91

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:91

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:92

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:92

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:92

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:93

compreende a

sequéncia de
gue compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio

sequéncia de
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xviil.um dominio wvariavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:75;
Xix.um dominio varidavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:76;
xx.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoadcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:74;
xx1.um dominio variavel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:75;
xx1i.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:76;
xx1ii.um dominio wvariavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminoacidos SEQ ID NO:77;
xxXiv.um dominio variavel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:78;
xXxXv.um dominio variavel de

a sequéncia de aminoadcidos de
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cadeia pesada
SEQ ID NO:93

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:93

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:94

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:94

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:94

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:84

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:95

compreende a

cadeia pesada

SEQ ID NO:95

gue compreende
e um dominio
sequéncia de
gue compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende

e um dominio



6/20

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:79;
xxvi.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoacidos de

variavel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:80;
xxviil.um dominio wvariavel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:78;
xxviii.um dominio variavel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:79;
xx1ix.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:80;
xxx.um dominio variavel de

a sequéncia de aminodcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:78;
xxx1.um dominio variavel de

a sequéncia de aminoadcidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:79;
xxx1i.um dominio varidvel de

a sequéncia de aminoacidos de

variadvel de cadeia leve que

aminodcidos SEQ ID NO:80; e
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compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:95

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:96

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:96

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:96

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:97

compreende a

cadeia pesada
SEQ ID NO:97

compreende a

sequéncia de
gue compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio
sequéncia de
que compreende
e um dominio

sequéncia de

cadeia pesada compreendendo

SEQ ID NO:97

compreende a

e um dominio

sequéncia de
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xxx11i.um dominio varidvel de cadeia pesada que compreende

a sequéncia de aminoacidos

variavel de

cadeia

de SEQ ID NO:89 e um dominio

leve que compreende a sequéncia de

aminodcidos SEQ ID NO:72.

4.
ANTIGENO DO
reivindicacdes

ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGAGCAO AO

MESMO, de acordo das

1 a 3,

com qualgquer uma

caracterizado por compreender pelo menos

uma cadeia pesada e pelo menos uma cadeia leve selecionada

dentre o grupo
i.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
ii.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
iii.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
iv.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
V. uma
aminoacidos de
a sequéncia de
vi.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
vii.uma
aminoacidos de

a sequéncia de
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qgue consiste em

cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:109 e uma cadeia leve gque compreende
aminoacidos SEQ ID NO:98;

cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:110 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:99;

cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:111 e uma cadeia leve gque compreende
aminoacidos SEQ ID NO:100;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:112 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:101;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:112 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:102;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:112 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:103;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:113 e uma cadeia leve que compreende

aminodcidos SEQ ID NO:101;



viii.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
ix.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
X .uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
X1i.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
xXii.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
xiii.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
Xiv.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
XV.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
Xvi.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
xvii.uma
aminoacidos de

a sequéncia de
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cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:113 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:102;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:113 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:103;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:114 e uma cadeia leve que compreende
aminodcidos SEQ ID NO:101;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:114 e uma cadeia leve gque compreende
aminodcidos SEQ ID NO:102;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:114 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:103;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:115 e uma cadeia leve gque compreende
aminoacidos SEQ ID NO:101;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:115 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:102;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:115 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:103;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:116 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:104;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:117 e uma cadeia leve que compreende

aminodcidos SEQ ID NO:105;



xviii.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
Xix.uma
aminoacidos de
a sequéncia de
XX .uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
XxX1.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
xx1ii.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
xxiii.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
Xxiv.uma
aminoadcidos de
a sequéncia de
XXV .uma
aminoacidos de
a sequéncia de
XXVi.uma
aminoacidos de

a sequéncia de

5.
ANTIGENO DO
reivindicacdes
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cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:117 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:106;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:117 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:107;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:118 e uma cadeia leve que compreende
aminodcidos SEQ ID NO:105;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:118 e uma cadeia leve que compreende
aminodcidos SEQ ID NO:106;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:118 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:107;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:119 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:105;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:119 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:106;
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:119 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:107; e
cadeia pesada que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:120 e uma cadeia leve que compreende
aminoacidos SEQ ID NO:108.

ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
de acordo com uma das

MESMO, qualquer

1 a 4, caracterizado pelo anticorpo monoclonal
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ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo compreender um

isotipo IgG selecionado dentre IgGl,

IgG4 S228P,

6.
ANTIGENO DO
reivindicacdes

humano além do

7.
ANTIGENO DO
reivindicacdes

a SIRPoa humano.

IgG1-N297Q, IgG2, IgG4,

IgG4 PE e variantes dos mesmos.

ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGAGCAO AO

MESMO, de acordo das

1 a b5,

com qualgquer uma
caracterizado por se ligar ao SIRPy
SIRPa humano.

ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
de

MESMO, das

1 a b,

acordo com qualquer uma

caracterizado por se ligar seletivamente

8. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO  MESMO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbes 1 a 7, caracterizado por exibir atividade
antitumoral.

9. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO  MESMO, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1 a 8, caracterizado por aumentar a fagocitose

de células tumorais humanas.

10. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo anticorpo monoclonal

ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo ser um anticorpo
biespecifico.
11.

ANTICORPO BIESPECIFICO, conforme definido na

reivindicacdo 10, caracterizado pelo anticorpo biespecifico
reconhecer um primeiro antigeno e um segundo antigeno, em que
0 primeiro antigeno é SIRPa e o segundo antigeno é um marcador

de uma célula que expressa CD47.
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12. ANTICORPO BIESPECIFICO, conforme definido na
reivindicacdo 10, caracterizado pelo anticorpo biespecifico
reconhecer um primeiro antigeno e um segundo antigeno, em que
O primeiro antigeno é SIRPa e o segundo antigeno é selecionado
dentre CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD40, CD44,
HER2, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97, CD99, CD123, CD279 (PD-1),
Ccbl117, C-Met, PTHR2, EGFR, RANKL, SLAMF7, PD-L1, CD38,
CD19/CD3, HAVCR2 (TIM3) e GD2.

13. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagcdes 1 a 9, caracterizado por aumentar a fagocitose
de células tumorais humanas em combinacdo com um segundo
anticorpo dirigido contra um alvo celular escolhido dentre
CD47 (Agrupamento de Diferenciacdo 47), CD70 (Agrupamento de
Diferenciacdo 70), CD200 (0OX-2 glicoproteina de membrana,
Agrupamento de Diferenciagdo 200), <CD154 (Agrupamento de
Diferenciacdo 154, CD40L, ligante CD40, ligante de Agrupamento
de Diferenciacédo 40), CD223 (Gene 3 de ativacdo de linfdécitos,
LAG3, Agrupamento de Diferenciagcdo 223), KIR (Receptores
semelhantes a imunoglobulinas de células exterminadoras), GITR
(TNFRSF18, proteina relacionada ao TINFR induzida por
glicocorticoides, receptor da familia TNFR induzivel por
ativacédo, AITR, Membro 18 da superfamilia do receptor do fator
de necrose tumoral), CD20 (Agrupamento de Diferenciacdo), CD28
(Agrupamento de Diferenciacdo 28), CD40 (Agrupamento de
Diferenciacéo 40, Bp50, CDw40, TNFRSF5, Membro 5 da
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral, p50),
CD86 (B7-2, Agrupamento de Diferenciacgdo 86), CD160
(Agrupamento de Diferenciacdo 160, BY55, NKI1, NK28), CD258

(LIGHT, Agrupamento de Diferenciacdo 258, Membro 14 da
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superfamilia do ligante do fator de necrose tumoral, TNFSF14,
ligante de mediador de entrada de herpesvirus (HVEM-L), CD270
(HVEM, Membro 14 da superfamilia do receptor do fator de
necrose tumoral, mediador de entrada de herpesvirus,
Agrupamento de Diferenciacdo 270, LIGHTR, HVEA), CD275 (ICOSL,
ligante ICOS, ligante coestimulador de célula T induzivel,
Agrupamento de Diferenciacédo 275), CD276 (B7-H3, hombélogo 3 de
B7, Agrupamento de Diferenciacdo 276), OX40L (Ligante 0X40),
B7-H4 (hombélogo 4 de B7, VTCN1l, Inibidor 1 de ativacdo de
células T que contém dominio fixado em V), GITRL (Ligante do
receptor do fator de necrose tumoral induzida por
glicocorticoide, ligante TNFR induzido por glicocorticoide),
4-1BBL (ligante 4-1BB), CD3 (Agrupamento de Diferenciacédo 3,
T3D), CD25 (IL2Ra, Agrupamento de Diferenciacdo 25, Cadeia «o
do receptor de interleucina-2, Cadeia o do receptor de IL-2),
CD48 (Agrupamento de Diferenciacdo 48, Marcador de ativacgdo de
linfécitos B, BLAST-1, molécula de ativacdo linfocitica de
sinalizacdo 2, SLAMF2), CD66a (Ceacam-1, Molécula 1 de adeséo
celular relacionada ao antigeno carcinoembrionéario,
glicoproteina biliar, BGP, BGP1, BGPI, Agrupamento de
Diferenciacdo 66a), CD80 (B7-1, Agrupamento de Diferenciacédo
80), CD9%4 (Agrupamento de Diferenciacdo 94), NKG2A (Grupo
exterminador natural 2A, membro 1 da subfamilia D receptor de
célula exterminadora semelhante a lectina , KLRD1l), CD96
(Agrupamento de Diferenciacdo 96, TActILE, Expressdo tardia
aumentada pela ativacdo de células T), CDl112 (PVRL2, nectina,
Relacionado ao receptor de poliovirus 2, mediador de entrada
B de herpesvirus, HVER, nectina-2, Agrupamento de
Diferenciacdo 112), CD115 (CSF1IR, Receptor de fator 1

estimulador de colbnia, receptor de fator estimulador de
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coldnia de macrdéfago, M-CSFR, Agrupamento de Diferenciacdo
115), CD205 (DEC-205, LY75, Antigeno linfocitario 75,
Agrupamento de Diferenciacdo 205), CD226 (DNAM1, Agrupamento
de Diferenciacd&o 226, DNAX Molécula 1 Acessédria, PTAl, antigeno
1 de ativacédo de plaquetas e células T), CD244 (Agrupamento de
Diferenciacédo 244, Receptor de células exterminadoras naturais
2B4), CD262 (DR5, TrailR2, TRAIL-R2, membro da superfamilia do
receptor do fator de necrose tumoral 10b, TNFRSF10B,
Agrupamento de Diferenciagcdo 262, EXTERMINADORA, TRICKZ,
TRICKB, ZTNFR9, TRICK2A, TRICK2B), (CD284 (Receptor semelhante
a Toll 4, TLR4, Agrupamento de Diferenciacdo 284), (CD288
(Receptor semelhante a Toll 8, TLRS, Agrupamento de
Diferenciacdo 288), Fator Inibidor de Leucemia (LIF), TNFSF15
(Membro 15 da superfamilia do fator de necrose tumoral,
Inibidor de crescimento endotelial vascular, VEGI, TL1A), TDO2
(Triptofano 2,3-dioxigenase, TPH2, TRPO), IGF-1R (Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1), GD2
(Disialoganglioside 2), TMIGD2 (Proteina 2 contendo dominio de
imunoglobulina e transmembrana), RGMB (Familia de dominio RGM,
membro B), VISTA (Supressor de imunoglobulina contendo dominio
V da ativacdo de células T, B7-H5, Homdélogo 5 de B7), BTNL2
(Proteina 2 semelhante a butirofilina), Btn (Familia
butirofilina), TIGIT (Imunorreceptor de células T com dominios
Ig e ITIM, Vstm3, WUCAM), Siglecs (Lectinas semelhantes a Ig
de ligacdo ao acido sidlico), isto é, SIGLEC-15, Neurofilina,
VEGFR (Receptor do fator de crescimento endotelial vascular),
familia ILT (LIRs, familia de transcritos semelhantes a
imunoglobulinas, receptores leucocitédrios semelhantes a
imunoglobulinas), familias NKG (Familias de grupos de

assassinos naturais, receptores transmembrana de lectina tipo
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C), MICA (Sequéncia A relacionada ao polipeptideo MHC classe
I), TGFR (Transformando o fator de crescimento ), caminho
STING (Estimulador da via do gene do interferon), Arginase
(Arginina amidinase, canavanase, L-arginase, arginina
transamidinase), EGFRvIII (Variante III do receptor do fator
de crescimento epidérmico), e HHLA2 (B7-H7, B7y, Proteina de
associacdo de HERV-H LTR 2, homélogo 7 de B7) , inibidores de
PD-1 (Proteina de morte celular programada 1, PD-1, CD279,
Agrupamento de Diferenciacdo 279), PD-L1 (B7-H1l, hombdélogo 1 de
B7, ligante de morte programada 1, CD274, Agrupamento de
Diferenciacdo 274), PD-L2 (B7-DC, Ligante 2 de Morte celular
programada 1, PDCD1LG2, CD273, Agrupamento de Diferenciacéo
273), CTLA-4 (Proteina 4 associada a linfdécitos T citotdxicos,
CD152, Agrupamento de Diferenciacdo 152), BTLA (Atenuador de
linfécitos B e T, CD272, Agrupamento de Diferenciacdo 272),
Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO, IDO1), TIM3 (HAVCRZ2,
Receptor 2 celular do virus da hepatite A, Mucina-3 de
imunoglobulina de células T, KIM-3, Molécula 3 de lesdo renal,
TIMD-3, Dominio 3 da mucina de imunoglobulina de células T),
Receptor de adenosina A2A (receptor ADO) , CD39
(ectonucleosideo trifosfato difosfo-hidrolase-1, Agrupamento
de Diferenciacdo 39, ENTPDl), e CD73 (Ecto-5'-nucleotidase,
5'-nucleotidase, 5'-NT, Agrupamento de Diferenciacdo 73), CD27
(Agrupamento de Diferenciacgdo 27), ICOS (CD278, Agrupamento de
Diferenciacdo 278, Coestimulador de células T induziveis),
CD137 (4-1BB, Agrupamento de Diferenciacgdo 137, membro 9 da
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral, TNFRSF9),
OX40 (CD134, Agrupamento de Diferenciacdo 134), TNFSF25

(Membro da superfamilia 25 do receptor do fator de necrose
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tumoral), IL-10 (Interleucina-10, fator inibidor da sintese de
citocinas humanas, CSIF) e Galectinas.

14. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizado por aumentar a fagocitose
de células tumorais humanas em combinagdo com um anticorpo
monoclonal opsonizante que tem como alvo um antigeno em uma
célula tumoral.

15. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO, de acordo com a reivindicacdo 14,
caracterizado pelo anticorpo monoclonal opsonizante ser
escolhido dentre rituximabe (anti-CD20), trastuzumabe (anti-
HER2), alemtuzumabe (anti-CD52), cetuximabe (anti-EGFR),
panitumumabe (anti-EGFR), ofatumumabe (anti-CD20), denosumabe
(anti-RANKL), pertuzumabe (anti-HER2), panitumumabe (EGFR),
pertuzumabe (HER2), elotuzumabe (SLAMF7), atezolizumabe (anti-
PD-11), avelumabe (anti- PD-L1), durvalumabe (anti-PD-11),
necitumumabe (anti-EGFR), daratumumabe (anti-CD38),
obinutuzumabe (anti-CD20), blinatumomabe (anti-CD19/CD3),
dinutuximabe (anti-GD2).

16. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO, de acordo com a reivindicacdo 14,
caracterizado pelo anticorpo monoclonal opsonizante ter como
alvo um antigeno em uma célula tumoral escolhida dentre CD20,
EGFR e PD-L1.

17. ANTICORPO MONOCLONAL OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizado por se destinar ao uso na
fabricacdo de um medicamento para prevenir ou tratar um céncer

suscetivel.
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18. METODO PARA PREVENIR OU TRATAR UM CANCER
SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO, caracterizado por compreender a
administracdo de uma quantidade eficaz de um anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,
conforme definido em qualguer uma das reivindicacdes 1 a 9.

19. METODO, de acordo com a reivindicacdo 18,
caracterizado pelo referido cancer ser selecionado dentre o
grupo gque consiste em uma leucemia, um linfoma, mieloma
miltiplo, cédncer de ovario, cldncer de mama, cidncer endometrial,
cadncer de cdélon (cédncer colorretal), céncer retal, céncer de
bexiga, cancer urotelial, cédncer de pulmédo (cédncer de pulméo
de células ndo pequenas, adenocarcinoma do pulmdo, carcinoma
de células escamosas do pulmdo), cancer brdéngquico, céncer
bsseo, cdncer de ©préstata, cdncer ©pancreéatico, cancer
gastrico, carcinoma hepatocelular, céncer de vesicula biliar,
cédncer de ducto biliar, céncer de esbfago, carcinoma de células
renails, céncer de tireoide, carcinoma de células escamosas da
cabeca e pescoco (cGncer de cabeca e pescogo), cancer
testicular, céncer da glédndula enddbcrina, céncer da gléndula
adrenal, cédncer da gladndula pituitdria, céncer da pele, céncer
dos tecidos moles, cancer dos vasos sanguineos, cancer
cerebral, cédncer dos nervos, cancer de olhos, cancer de
meninges, cancer de orofaringe, cancer de hipofaringe, céancer
de colo do UGtero e céncer de TUtero, glioblastoma,
meduloblastoma, astrocitoma, glioma, meningioma, gastrinoma,
neuroblastoma, melanoma, sindrome mielodispldsica e um
sarcoma.

20. METODO, de acordo com a reivindicacdo 18,
caracterizado pela dita leucemia ser selecionada dentre

mastocitose sistémica, leucemia linfocitica (linfobléastica)
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aguda (LLA), LLA de células T, leucemia mieloide aguda (LMA),
leucemia linfocitica crdénica (CLL), leucemia mieloide crdnica
(CML) , doenca/neoplasia mieloproliferativa, sindrome
mielodisplastica, leucemia de células monociticas e leucemia
de células plasméaticas.

21. METODO, de acordo com a reivindicacdo 18,
caracterizado pelo dito linfoma ser selecionado dentre linfoma
histiocitico e linfoma de células T, linfomas de células B,
incluindo 1linfoma de Hodgkin e linfoma ndo Hodgkin, como
linfoma ndo Hodgkin de baixo grau/folicular (NHL), linfoma de
células (FCC), 1linfoma de células do manto (MCL), linfoma
difuso de grandes células (DLCL), NHL linfocitico pequeno (SL),
NHL folicular/de grau intermedidrio, NHL difuso de grau
intermediario, NHL imunobléstico de alto grau, NHL
linfoblastico de alto grau, LNH de células pegquenas néao
clivadas de alto grau, LNH de doenca volumosa e
Macroglobulinemia de Waldenstrom.

22. METODO, de acordo com a reivindicacdo 18,
caracterizado pelo dito sarcoma ser selecionado dentre
osteossarcoma, sarcoma de Ewing, leiomiossarcoma, sarcoma
sinovial, sarcoma alveolar de partes moles, angiossarcoma,
lipossarcoma, fibrossarcoma, rabdomiossarcoma e
condrossarcoma.

23. METODO PARA PREVENIR OU TRATAR UM CANCER
SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO, caracterizado por compreender a
administracdo de um primeiro anticorpo monoclonal ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacgbdes 1 a 9, que se liga a SIRPa e evita a
ligacdo de SIRPa com CD47, e um segundo anticorpo que se liga

seletivamente ao CD47.
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24 . METODO PARA PREVENIR OU TRATAR UM CANCER
SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO, caracterizado por compreender a
administracdo de um primeiro anticorpo monoclonal ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacgdes 1 a 9, que se liga a SIRPu e evita a
ligacdo de SIRPa com CD47 e um segundo anticorpo que se liga
seletivamente ao EGFR.

25. METODO PARA PREVENIR OU TRATAR UM CANCER
SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO, caracterizado por compreender a
administracdo de um primeiro anticorpo monoclonal ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 9, gque se liga a SIRPa e evita a
ligacdo de SIRPa com CD47, e um segundo anticorpo que se liga
seletivamente ao PD-1.

26. METODO PARA PREVENIR OU TRATAR UM CANCER
SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO, caracterizado por compreender a
administracdo de um primeiro anticorpo monoclonal ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 9, gque se liga a SIRPa e evita a
ligacdo de SIRPa com CD47, e um segundo anticorpo que se liga
seletivamente ao PD-LI1.

27. METODO PARA PREVENIR OU TRATAR UM CANCER
SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO, caracterizado por compreende a
administracdo de um primeiro anticorpo monoclonal ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacgbdes 1 a 9, que se liga a SIRPa e evita a
ligacdo de SIRPa com CD47, e um segundo anticorpo que se liga
seletivamente ao CTLA-4.

28. METODO DE ENSAIO DE EXPRESSAO DE SIRPA EM

CELULAS TUMORAIS E/OU IMUNES, caracterizado por usar um
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anticorpo monoclonal ou fragmento de ligagcdo ao antigeno do
mesmo, conforme definido em qualgquer uma das reivindicacgdes 1
a 5, que se liga especificamente a um epitopo dentro da
sequéncia de SEQ ID NO:121 e/ou SEQ ID NO:122.

29. METODO, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizado por compreender obter uma amostra do paciente,
colocar a amostra do paciente em contato com um anticorpo
monoclonal ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo, que
se liga especificamente a um epitopo dentro da sequéncia de
SEQ ID NO:121 e/ou SEQ ID NO:122, e ensaio para ligacdo do
anticorpo a amostra do paciente, em que a ligacdo do anticorpo
a amostra do paciente é diagnéstico da expressdo de SIRPa em
uma amostra do paciente.

30. METODO, de acordo com a reivindicacido 28,
caracterizado pelo tumor ser um tumor de cdncer ou um tumor de
cancer metastatico.

31. METODO, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizado pelo ensaio para ligacdo do anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo a amostra do paciente
utilizar marcacdo imuno-histogquimica de uma amostra de tecido.

32. METODO, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizado pelo ensaio para ligacdo do anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo a amostra do paciente
utilizar um ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).

33. METODO, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizado pelo ensaio para ligacdo do anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo a amostra do paciente
utilizar citometria de fluxo.

34. METODO, de acordo com a reivindicacdo 28,

caracterizado pela amostra do paciente compreender células
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tumorais e o ensaio compreende © ensaio para a ligagdo do
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo a
células tumorais na amostra do paciente.

35. COMPOSICAO FARMACEUTICA, caracterizada por
compreender um anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacédo ao
antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 9, e um carreador, diluente ou excipiente

farmaceuticamente ou fisiologicamente aceitéavel.
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RESUMO

ANTICORPO MONOCLONAL, OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENO DO MESMO; ANTICORPO BIESPECIFICO; METODO PARA
PREVENIR OU TRATAR UM CANCER SUSCETIVEL EM UM SER HUMANO;
METODO DE ENSAIO DE EXPRESSAO DE SIRPA EM CELULAS TUMORAIS
E/OU IMUNES; E; COMPOSICAO FARMACEUTICA

Trata-se de anticorpos monoclonais anti-SIRPa (mAbs
anti-SIRPa), incluindo anticorpos SIRPa multiespecificos, que
sdo dotados de perfis funcionais distintos, assim como
composicdes e métodos relacionados de uso de mAbs anti-SIRPa
como terapéutica para a prevencdo e tratamento de canceres
s6lidos e hematoldgicos. Também sdo fornecidas sequéncias de
aminoacidos de anticorpos monoclonais anti-SIRPx

exemplificativas.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

5 DbDDbD1E®6C7 590836 6°C

Campo 2

8 9 27BAB9A6C9DB1C

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: INOV3263_Listagem de sequéncias_CRP.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 24/08/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 14:58:06
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 5SDD1E6C75908366C
- Campo 2: 8927BAB9A6C9DB1C
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