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COMPOSIQKO FARMACEUTICA COMPREENDENDO CONSTRUTOS DE
ANTICORPOS BIESPECIFICOS PARA ARMAZENAMENTO E ADMINISTRAQKO
MELHORADOS

Antecedentes

[001] Proteinas terapéuticas, incluindo produtos
farmacéuticos a Dbase de proteinas, Jj& tém um papel
significativo em quase todas as &areas da medicina e estéo
entre os agentes terapéuticos de crescimento mais rapidos no
desenvolvimento (pré-)clinico e como produtos comerciais
(Leader, Nature Reviews Drug Discovery 7 de janeiro de 2008,
21-39) Em comparacdo com pequenos farmacos quimicos, os
produtos farmacéuticos de proteina tém elevada
especificidade e atividade em concentracdes relativamente
baixas, e normalmente fornecem uma terapia para doencas de
elevado impacto, tal como vAarios tipos de céncer, doencas
autoimunes e distturbios metabdlicos (Roberts, Trends
Biotechnol. 2014 Jul;32(7):372-80, Wang, Int J Pharm. 20 de
agosto de 1999;185(2):129-88).

[002] Os produtos farmacéuticos a base de proteina, tais
como proteinas recombinantes, podem agora ser obtidos em
elevada pureza quando fabricados pela primeira vez devido
aos avangos nos processos de purificacdo a escala comercial.
No entanto, as proteinas sdo apenas marginalmente estaveis
e sdo altamente suscetiveis a degradacdo, tanto gquimica
quanto fisica. A degradacdo quimica refere-se a modificacdes
envolvendo ligacgdes covalentes, tais como desamidacéo,
oxidacdo, clivagem ou formacdo de novas pontes dissulfureto,
hidrdélise, isomerizacdo ou desglicosilacdo. A degradacao
fisica inclui desdobramento de proteinas, adsorcéo

indesejavel a superficies e agregacdo. Lidar com essas
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instabilidades fisicas e quimicas é uma das tarefas mais
desafiadoras no desenvolvimento de produtos farmacéuticos
proteicos (Chi et al., Pharm Res, Vol. 20, No. 9, Set 2003,
PP - 1325-1336, Roberts, Trends Biotechnol. 2014
Jul;32(7):372-80) .

[003] Produtos farmacéuticos interessantes a Dbase de
proteina incluem construtos de anticorpo biespecifico, tal
como construtos de anticorpo BiTE® (acoplante de células T
biespecificas) que sdo construtos de proteinas recombinantes
feitos a partir de dois dominios de ligacdo de anticorpos
ligados de forma flexivel derivada. Um dominio de ligacdo de
construtos de anticorpo BiTE® é especifico para um antigeno
de superficie associado a tumor selecionado em células alvo;
o segundo dominio de ligacdo é especifico para CD3, uma
subunidade do complexo receptor de células T nas células T.
Pelo seu desenho particular, os construtos de anticorpo BiTE®
sdo especialmente adequados para ligar transitoriamente
células T a células alvo e, ao mesmo tempo, ativam
potentemente o potencial citolitico inerente das células T
contra células alvo. Um desenvolvimento adicional importante
de primeira geracdo de construtos de anticorpo BiTE® (ver WO
99/54440 e WO 2005/040220) desenvolvidos para a clinica como
AMG 103 e AMG 110 foi o fornecimento de construtos de
anticorpos biespecificos que se ligam a um epitopo
independente do contexto no terminal N da cadeia CD3e (WO
2008/119567) . Os construtos de anticorpo BiTE® que se ligam
a este epitopo eleito ndo mostram apenas a especificidade de
espécies cruzadas para a cadeia CD3¢ humana e de Callithrix
jacchus, Saguinus oedipus ou Saimiri sciureus, mas também,

devido ao reconhecimento deste epitopo especifico em vez dos
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epitopos descritos anteriormente para ligantes CD3 em
moléculas acoplando de células T biespecificas, ndo ativam
as células T de forma ndo especifica, no mesmo grau observado
para a geracdo anterior de anticorpos acoplando células T.
Essa reducdo na ativacdo das células T foi relacionada com
menor ou reduzida redistribuicdo de células T em pacientes,
o que foi identificado como um risco para efeitos colaterais.

[004] Os construtos de anticorpos, tal como descrito em
WO 2008/119567, provavelmente sofrerdo de liberacdo répida
no corpo; assim, enquanto eles sdo capazes de atingir a maior
parte do corpo rapidamente, e sdo rdpidos de produzir e mais
fidceis de manusear, suas aplicacgdes 1in vivo podem ser
limitadas por sua breve persisténcia in vivo. A administracdo
prolongada por infusdo intravenosa continua ¢é usada para
obter efeitos terapéuticos, devido a curta meia-vida in vivo
desta molécula de cadeia uUnica pequena. No entanto, tais
infusdes intravenosas continuas sdo classificadas como
inconvenientes para os pacientes, por exemplo, porgue as
bolsas de infusdo precisam ser trocadas com frequéncia, pelo
menos a cada dois dias, para evitar contaminacd@o microbiana
e, portanto, efeitos colaterais como sepse.

[005] A adicdo de conservantes €& vista como uma solucao
para esse problema. Sua funcdo primdria ¢ inibir o
crescimento microbiano e garantir esterilidade ao longo da
vida de prateleira ou prazo de uso do produto farmacéutico.
Conservantes comumente usados incluem &lcool benzilico,
fenol e m-cresol. Embora conservantes tenha um longo
histérico de uso com parenterais de pequena molécula, o
desenvolvimento de formulagcdes de proteina gque incluem

conservantes é desafiador. Os conservantes guase sempre tém
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um efeito desestabilizador (agregacdo) em proteinas, e isso
se tornou um fator importante na limitacdo do seu uso em
formulagcdes de proteinas. Assim, a maioria dos farmacos de
proteina hoje em dia foi formulada para uso Unico apenas.
Até agora, poucas formulacdes compreendendo conservantes
eram possiveis, tal como horménio do crescimento humano (hGH)
em que o desenvolvimento de formulagdes conservadas levou a
comercializacdo de apresentacdes em caneta de injecdo de
multiplas doses. Pelo menos quatro destes tais dispositivos
de caneta contendo formulacdes conservadas de hGH estéao
atualmente disponiveis no mercado. Norditropin (ligquido,
Novo Nordisk), Nutropin AQ (liquido, Genentech) & Genotropin
(liofilizado—-—cartucho de cdmara dupla, Pharmacia & Upjohn)
contém fenol enquanto Somatrope (Eli Lilly) é formulado com
m-cresol. Diversos aspectos precisam ser considerados
durante a formulacdo e o desenvolvimento de formas de dosagem
conservadas. A concentracdo de conservante eficaz no produto
de farmaco precisa ser otimizada. Isto exige teste de um
dado conservante na forma de dosagem com faixas de
concentracdo que conferem eficdcia antimicrobiana sem
comprometer estabilidade de proteina. Um ponto importante a
ser observado é que a eficdcia de conservante deveria ser
demonstrada na formulacgdo final contendo o farmaco ativo e
todos os componentes de excipiente.

[006] Portanto, ¢é um objetivo da presente invencao
fornecer composigdes farmacéuticas melhoradas compreendendo
construtos de anticorpo biespecifico que sdo
preferencialmente conservadas de tal maneira que infusdes
continuas possam ser conduzidas em intervalos mais longos,

isto é, para aumentar o conforto do paciente e ao mesmo tempo
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serem estdveis durante o armazenamento e a administracdo. No
entanto, uma composicdo farmacéutica conservada adequada
compreendendo um construto de anticorpo biespecifico também
seria vantajosa ©para esses construtos de anticorpo
biespecifico que ndo requerem infusdo continua durante dias,
mas apenas algumas horas, porque também as infusdes desses
construtos de anticorpo biespecifico de meia-vida prolongada
(HLE) podem levar varias horas dentro do qual o risco de
contaminacdo microbiana e, portanto, infecd&o, deve ser
reduzido. Ao mesmo tempo, também a recuperacdo da composicédo
farmacéutica e do construto de anticorpo biespecifico nela
compreendida também é um objeto da presente invencéao.

[007] Uma meia-vida aumentada ¢é geralmente uUtil em
aplicacodes in wvivo de imunoglobulinas, especialmente
anticorpos e mais especialmente fragmentos de anticorpo de
tamanho pequeno. Abordagens descritas na técnica para
conseguir tal efeito compreendem a fusdo do construto de
anticorpo biespecifico pequeno a proteinas maiores, que
preferencialmente ndo interferem com o efeito terapéutico do
construto de anticorpo BiTE®. Exemplos de tais
desenvolvimentos adicionais de acoplantes de células T
compreendem moléculas Fc Dbiespecificas, por exemplo,
descritas em US 2014/0302037, us 2014/0308285, WO
2014/144722, WO 2014/151910 e WO 2015/048272.

[008] No entanto, evitar a agregacdo de proteinas é um
grande obstdculo para a conservacao. A agregacdo de proteinas
representa um evento importante de instabilidade fisica de
proteinas e ocorre devido a tendéncia inerente de minimizar
a interacdo termodinamicamente desfavordvel entre o solvente

e os residuos proteicos hidrofdébicos. Ela é particularmente
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problemdtica porgque € encontrada rotineiramente durante os
processos de redobramento, purificacéo, esterilizacao,
transporte e armazenamento. A agregacao pode ocorrer mesmo
sob condicdes de solucdo onde o estado nativo da proteina é
altamente favorecido em termos de termodindmica (por
exemplo, pH neutro e 37 °C) e na auséncia de tensdes (Chi et
al., Pharm Res, Vol. 20, N° 9, Set 2003, pp. 1325-1336,
Roberts, Trends Biotechnol. 2014 Jul;32(7):372-80, Wang, Int
J Pharm. 1999 Agosto 20;185(2):129-88, Mahler J Pharm Sci.
2009 Set;98(9):2909-34.).

[009] Também construtos de anticorpo de meia-vida
prolongada, tais como de acoplantes de células T
biespecificas compreendendo uma modalidade de meia-vida
prolongada, tal como moléculas Fc tém de ser protegidas
contra a agregacdo da proteina e/ou outros eventos de
degradacdo. A agregacdo de proteinas é problemdtica, pois
pode prejudicar a atividade Dbioldégica das ©proteinas
terapéuticas. Ademais, a agregacdo de proteinas leva a uma
estética indesejavel do medicamento e diminui o rendimento
do produto devido a etapas elaboradas de purificacdo que séao
necessarias para remover os agregados do produto final. Mais
recentemente, tem havido também uma crescente preocupacdo e
evidéncia de que a presenca de proteinas agregadas (mesmo
humanizadas ou totalmente humanas) pode aumentar
significativamente o risco de um paciente desenvolver uma
resposta imunoldégica ao mondmero ativo da proteina,
resultando na formacdo de anticorpos neutralizantes e em
resisténcia a farmacos, ou outros efeitos colaterais
adversos (Mahler J Pharm Sci. 2009 Set;98(9):2909-34.

[0010] No geral, varios esforcos tém sido relatados na
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literatura para minimizar a agregacdo de proteinas por varios
mecanismos. As proteinas podem ser estabilizadas e, assim,
protegidas da formacdo de agregados e outras alteracdes
quimicas, modificando sua estrutura primdria, aumentando
assim a hidrofobicidade interior e reduzindo a
hidrofobicidade externa. No entanto, a engenharia genética
de proteinas pode resultar em uma funcionalidade prejudicada
e/ou no aumento da imunogenicidade. Outra abordagem enfoca
a dissociacdao de agregados (denominada "desagregacao") para
recuperar mondmeros funcionais nativos, usando varios
mecanismos, como temperatura, pressao, prH e sais.
Atualmente, o0s agregados proteicos sd8o removidos como
impurezas, ©principalmente nas etapas de polimento do
processamento posterior. No entanto, em casos de elevados
niveis de elevado peso molecular (HMW), a remocdo de uma
quantidade significativa de HMW ndo apenas resulta em uma
perda substancial de rendimento, mas também torna
desafiadora a concepcdo de um processo robusto a Jjusante
(Chi et al., Pharm Res, Vol. 20, N°. 9, Set 2003, pp. 1325-
1336) .

[0011l] Conservar uma formulacdo de construto de anticorpo
biespecifico em uma ampla gama de concentracdo, mantendo sua
estabilidade e garantindo sua recuperacdao gquantitativa do
recipiente de administracdo apresenta sérios desafios.
Existe uma necessidade na técnica de composicdes
farmacéuticas otimizadas que fornecam uma estabilizacao
melhorada de formulacdes de proteinas terapéuticas
conservadas. E o objetivo da presente invencdo atender a
essa necessidade, tanto no gue diz respeito aos construtos

de anticorpo Dbiespecifico sem meia-vida ©prolongada e
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construtos de anticorpo biespecifico com meia-vida
prolongada, tais como os acoplantes de células T
biespecificos que compreendem uma modalidade de extensdo da
meia-vida, tal como moléculas de Fc.

SUMARIO

[0012] A administracao segura, quantitativa e
opcionalmente prolongada de produtos farmacéuticos a base de
proteinas, tal como construtos de anticorpo biespecifico,
incluindo construtos de anticorpos de acoplamento de células
T biespecificas, tipicamente através da via i.v., é um
desafio. Para este fim, no contexto da presente invencédo, é
fornecida uma composicdo farmacéutica, compreendendo:

i. um construto de anticorpo biespecifico, ligando-—
se a um antigeno da superficie da célula alvo através de um
primeiro dominio de ligacdo e ao antigeno de superficie da
célula T CD3 através de um segundo dominio de ligacd&o, em
que o construto de anticorpo de cadeia estd presente em uma
concentracao na gama de 0,5 ng/mL a 20 mg/mL,
preferencialmente 0,5 pg/mL a 10 ou 5 mg/M1l;

ii. pelo menos um conservante selecionado a partir de
dlcool benzilico, clorobutanol, fenol, meta—-cresol,
metilparabeno, fenoxietanol, propilparabeno e tiomerosal a
uma concentracdo eficaz para inibir o crescimento de
microébios;

iii. wum diluente, em que o construto de anticorpo
biespecifico é estéavel.

[0013] Estd previsto no contexto da presente invencado que
o construto de anticorpo biespecifico estd presente a uma
concentracdo na gama selecionada da lista consistindo em:

(a) 0,5 a 200 pg/mL a um pH de 6,5 a 7,5; ou
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(b) 0,5 a 1000 pg/mL a um pH de 4,0 a 6,0; ou

(c) 0,5 pg a 2 mg na presenga de um agente
estabilizador do dominio de ligacdo a CD3, preferencialmente
citrato, a um pH de 4,0 a 7,5; ou

(d) 0,5 pg a 20 mg, preferencialmente 0,5 pg a 10 ou
5 mg/mL a um pH de 4,0 a 7,5, em que o anticorpo biespecifico
compreende um terceiro dominio de ligacdo que compreende
dois mondémeros polipeptidicos, cada um compreendendo uma
dobradica, um dominio CH2 e um CH3, em que os referidos dois
mondmeros polipeptidicos sd&o fundidos um ao outro através de
um ligante peptidico, e em que o referido terceiro dominio
de ligacd@o compreende numa ordem amino a carboxila:

dobradica-CH2-CH3-ligante—-dobradica-CH2-CH3.

[0014] Estd também previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo farmacéutica compreende um
construto de anticorpo biespecifico que é um construto de
anticorpo biespecifico de cadeia unica.

[0015] Estd ainda previsto no contexto da presente
invencdo que o construto de anticorpo biespecifico estéa
presente em uma concentracdo na gama de 1,0 a 20 mg/ml, ou
1,0 a 10 mg/ml, ou 1,0 ypg/ml a 5 mg/ml ou 1,0 npg/ml a 4
mg/ml ou 1,0 pg/ml a 3 mg/ml, ou 1,0 pg/ml a 2 mg/ml ou 1,0
pg/ml a 1 mg/ml ou 1,5 a 5 mg/ml ou 1,5 pg/ml a 4 mg/ml ou
1,5 pg/ml a 3 mg/ml, ou 1,5 pg/ml a 2 mg/ml ou 1,5 pg/ml a
1 mg/ml ou 1,5 a 200 pg/ml.

[0016] Estd também previsto no contexto da presente
invencdo que o pelo menos um conservante estd presente em
uma concentracdo na gama de 0,001 a 1,0% (p/v).

[0017] Estd ainda mais previsto no contexto da presente

invencdo que o conservante estd presente em uma concentracao
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na gama de 0,009 a 0,9% (p/v), preferencialmente 0,11 a 0, 9%,
ou 0,5 a 0,75% (p/v) ou 0,6 a 0,74% (p/v).

[0018] Est& previsto no contexto da presente invencdo que
o diluente é um tampdo compreendendo um sal selecionado do
grupo consistindo em fosfato, acetato, citrato, succinato e
tartarato e/ou em que o tampdo compreende histidina, glicina,
TRIS glicina, Tris ou suas misturas.

[0019] Estd ainda previsto no contexto da presente
invencdo que o diluente ¢é um tampdo selecionado do grupo
consistindo em fosfato de potédssio, adcido acético/acetato de
sédio, acido citrico/citrato de sédio, acido
succinico/succinato de sdédio, &acido tartarico/tartarato de
sédio e histidina/histidina HCl ou suas misturas.

[0020] Também estd previsto no contexto da presente
invencdo que o diluente ¢é um tampdo presente a uma
concentracdo na gama de 0,1 a 150 mM, preferencialmente na
gama de 0,25 a 50 mM.

[0021] E ainda mais previsto no contexto da presente
invencdo que o diluente é um tampdo compreendendo citrato a
uma concentracdo na gama de 0,25 a 50 mM.

[0022] Est& previsto no contexto da presente invencdo que
o pH da composicédo esta na gama de 4,0 a 8,0,
preferencialmente na gama de pH 4,0 a 5,0 ou pH 6,5 a 7,5,
ou preferencialmente a pH 7,0.

[0023] E ainda previsto no contexto da presente invencédo
que a composicdo farmacéutica compreende ainda um ou mais
excipientes selecionados do grupo consistindo em sacarose,
trealose, manitol, sorbitol, arginina, lisina, polissorbato
20, polissorbato 80, poloxémero 188, plurdnico e suas

combinacdes.
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[0024] Também estd previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo farmacéutica compreende ainda
polissorbato, preferencialmente polissorbato 80 e/ou lisina
HCL.

[0025] E ainda previsto no contexto da presente invencéao
que a composicdo farmacéutica ndo compreende polissorbato,
preferencialmente polissorbato 80 e/ou lisina HCL, se a
concentracdo do construto de anticorpo biespecifico for pelo
menos 10 pg/mlL, preferencialmente 15 pg/mL ou 20 pg/mL.

[0026] E ainda mais previsto no contexto da presente
invencdo que o primeiro dominio de ligagdo do construto de
anticorpo biespecifico se liga a pelo menos um antigeno da
superficie da célula alvo selecionado do grupo consistindo
em CD19, CD33, EGFRvIII, MSLN, CDH19, FLT3, DLL3, CDH3, BCMA
e PSMA.

[0027] E previsto no contexto da presente invencdo que o
primeiro dominio de ligacdo compreende uma regido VH
compreendendo CDR-Hl1l, CDR-H2 e CDR-H3 e uma regido VL
compreendendo CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 selecionada do grupo
consistindo em:

(a) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 1, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 2, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 3, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 4, CDR-1L2 conforme representado na SEQ ID NO:
5 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID NO: 6;

(b) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 29, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 30, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 31, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 34, CDR-L2 conforme representado na SEQ ID NO:

35 e CDR-1L3 conforme representado na SEQ ID NO: 36;
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(c) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 42, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 43, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 44, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 45, CDR-L2 conforme representado na SEQ ID NO:
46 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID NO: 47;

(d) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 53, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 54, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 55, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 56, CDR-L2 conforme representado na SEQ ID NO:
57 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID NO: 58;

(e) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 65, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 66, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 67, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 68, CDR-L2 conforme representado na SEQ ID NO:
69 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID NO: 70;

(f) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 83, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 84, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 85, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 86, CDR-L2 conforme representado na SEQ ID NO:
87 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID NO: 88;

(g) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 94, CDR-
H2 conforme representado na SEQ ID NO: 95, CDR-H3 conforme
representado na SEQ ID NO: 96, CDR-L1 conforme representado
na SEQ ID NO: 97, CDR-L2 conforme representado na SEQ ID NO:
98 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID NO: 99;

(h) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 105,
CDR-H2 conforme representado na SEQ ID NO: 106, CDR-H3
conforme representado na SEQ ID NO: 107, CDR-L1 conforme
representado na SEQ ID NO: 109, CDR-L2 conforme representado

na SEQ ID NO: 110 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID
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NO: 111;

(1) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 115,
CDR-H2 conforme representado na SEQ ID NO: 116, CDR-H3
conforme representado na SEQ ID NO: 117, CDR-L1 conforme
representado na SEQ ID NO: 118, CDR-L2 conforme representado
na SEQ ID NO: 119 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID
NO: 120;

(3) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 126,
CDR-H2 conforme representado na SEQ ID NO: 127, CDR-H3
conforme representado na SEQ ID NO: 128, CDR-L1 conforme
representado na SEQ ID NO: 129, CDR-L2 conforme representado
na SEQ ID NO: 130 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID
NO: 131;

(k) CDR-H1 conforme representado na SEQ ID NO: 137,
CDR-H2 conforme representado na SEQ ID NO: 138, CDR-H3
conforme representado na SEQ ID NO: 139, CDR-L1 conforme
representado na SEQ ID NO: 140, CDR-L2 conforme representado
na SEQ ID NO: 141 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID
NO: 142;

(1) CDR-Hl1 conforme representado na SEQ ID NO: 152,
CDR-H2 conforme representado na SEQ ID NO: 153, CDR-H3
conforme representado na SEQ ID NO: 154, CDR-L1 conforme
representado na SEQ ID NO: 155, CDR-L2 conforme representado
na SEQ ID NO: 156 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID
NO: 157; e

(m) CDR-H1 conforme representado na SEQ ID NO: 167,
CDR-H2 conforme representado na SEQ ID NO: 168, CDR-H3
conforme representado na SEQ ID NO: 169, CDR-L1 conforme
representado na SEQ ID NO: 107, CDR-L2 conforme representado

na SEQ ID NO: 171 e CDR-L3 conforme representado na SEQ ID
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NO: 172.

[0028] Estd ainda previsto no contexto da presente
invencdo que o construto de anticorpo biespecifico ¢é
fornecido com uma porcdo de extensdo de meia-vida (HLE),
preferencialmente um dominio scFc.

[0029] E também previsto no contexto da presente invencéo
que a composicdo farmacéutica é liguida, liofilizada ou
congelada.

[0030] E ainda mais previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo compreende < 5% de multimeros do
construto de anticorpo biespecifico, preferencialmente <1%.

[0031] Est& previsto no contexto da presente invencdo que
os multimeros s&o dimeros.

[0032] E ainda previsto no contexto da presente invencéo
gque a composicdo compreende < 5% de multimeros do construto
de anticorpo biespecifico, preferencialmente < 1% por um
periodo de tempo de pelo menos 4 dias, preferencialmente
pelo menos 10 dias, mais preferencialmente pelo menos 14
dias a temperatura ambiente.

[0033] Também estd previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo farmacéutica é colocada em um
recipiente de administracdo de plastico, de preferéncia
feito de EVA, poliolefina e/ou PVC.

[0034] E ainda mais previsto no contexto da presente
invencdo que o construto de anticorpo biespecifico de cadeia
uUnica é recuperado em pelo menos 90%, preferencialmente pelo
menos 95, 96, 97, 98 ou mesmo pelo menos 99% da diluicdo do
recipiente de administracdo de pléastico compreendendo pelo
menos um dos tampdes e/ou excipientes, de acordo com as

reivindicacdes 6 a 13.
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[0035] Estd previsto no contexto da presente invencao que
a composicao farmacéutica compreende pelo menos (0,25 mM de
citrato, pelo menos 0,0125 mM de lisina e/ou pelo menos
0,001% de polissorbato 80 a um pH de 6,5 a 7,5.

[0036] E ainda previsto que a composicido farmacéutica no
contexto da presente invencdo é uma solucdo de armazenamento
armazenada a -50 °C, preferencialmente a -40, -30 °C ou
-20 °cC.

[0037] Também estd previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo farmacéutica fornecida como uma
solucgao de armazenamento armazenada a -50 °c,
preferencialmente a -40, -30 °C ou -20 °C compreenda o
anticorpo biespecifico compreendendo um terceiro dominio de
ligacdo que compreende dois mondmeros polipeptidicos, cada
um compreendendo um dominio de dobradica, um CH2 e um CH3,
em que os referidos dois mondmeros polipeptidicos séo
fundidos um ao outro através de um ligante peptidico, e em
que o referido terceiro dominio de ligacdo compreende em uma
ordem amino a carboxila:

dobradica-CH2-CH3-ligante—-dobradica-CH2-CH3.

[0038] E ainda previsto no contexto da presente invencéao
que o construto de anticorpo biespecifico é fornecido como
um liofilizado, o liofilizado compreendendo
preferencialmente um lioprotetor, um tampdo e/ou um
tensocativo, e em que o liofilizado é reconstituido por um
diluente, compreendendo um conservante e preferencialmente
compreendendo um tampdo e/ou um excipiente.

[0039] E especialmente previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo farmacéutica €& armazenada até ser

utilizada como solucdo, como solucdo no estado congelado ou
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como liofilizado, e é entdo administrada, opcionalmente apds
diluicd@o ou reconstituicdo, sem a necessidade de adicionar
outros excipientes selecionados de conservantes,
estabilizadores ou tensoativos.

[0040] Também estd previsto no contexto da presente
invencdo que a composicdo farmacéutica é para uso no
tratamento de uma doenca maligna.

[0041] Ainda mais previsto no contexto da presente
invencdo é um método para o tratamento ou melhoria de uma
doenca maligna, compreendendo a etapa de administracdo a um
individuo em necessidade da composicdo farmacéutica de
acordo com a presente invencdo ou produzida de acordo com O
método de presente invencao.

[0042] Est& previsto no contexto da presente invencdo que
a composicao farmacéutica de acordo com a presente invencao
¢ administrada por via intravenosa, preferencialmente
continuamente, por 1 a 24 horas, preferencialmente 1 a 10 ou
2 a 5 horas.

[0043] E ainda previsto no contexto da presente invencéo
que a composicao farmacéutica de acordo com a presente
invencdo é administrada intravenosamente continuamente por
2 a 14 dias, preferencialmente por 2 a 10 dias, mais
preferencialmente por 4 a 7 dias.

[0044] Também estd previsto no contexto da presente
invencdo um kit que compreende o construto de anticorpo
biespecifico como um liofilizado, o liofilizado
preferencialmente compreendendo um lioprotetor, um tampao
e/ou um tensocativo e um diluente, compreendendo  um
conservante e preferencialmente compreendendo um tampdo e/ou

um excipiente de acordo com a presente invencao.
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Descrigdo das Figuras

[0045] Figura 1: Diagrama de estabilidade conforme as
espécies de elevado peso molecular percentual (HMW) dos
construtos de anticorpo biespecifico CD19xCD3, conforme
determinado por SEC-HPLC para os conservantes clorobutanol,
metilparabeno, fenol e tiomerosal a 25 °C e pH 4.

[0046] Figura 2: Diagrama de estabilidade conforme as
espécies de elevado peso molecular percentual (HMW) dos
construtos de anticorpo biespecifico CD19xCD3, conforme
determinado por SEC-HPLC para o conservante adlcool
benzilico, dependendo da concentracdo dos construtos de
anticorpo biespecifico CD19xCD3 a 25 °C e pH 7.

[0047] Figura 3: Diagrama de estabilidade conforme o
percentil do pico principal (A) e as espécies de elevado
peso molecular percentual (HMW) dos construtos de anticorpo
biespecifico CD19xCD3, como determinado por SEC-HPLC para o
conservante alcool benzilico, dependendo da concentracdo de
conservante a 25 °C (B) e dependendo do material do
recipiente de administragcdo (C). Diagrama de estabilidade
como o percentil do pico principal (mondmero) dos construtos
de anticorpo biespecifico CD19xCD3, como determinado por
SEC-HPLC para o conservante alcool benzilico, dependendo da
concentracdao do conservante a 25 °C, dependendo do material
do recipiente de administracdo (D).

[0048] Figura 4: Diagrama de desnaturacdo dos construtos
de anticorpo biespecifico CD19xCD3 a uma concentracdo de 1
mg/mlin na presenga ou auséncia do conservante 4&alcool
benzilico, conforme determinado por espectrometria de
fluorescéncia a pH 4.

[0049] Figura 5: Diagramas de crescimento microbiano para
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E. coli (A), P. arugenosa (B), E. cloace, (C), S. aureus
(D), M. luteus (E) e C. albicans (F) em formulacdes
compreendendo construtos de anticorpo biespecifico CD19xCD3
e 4lcool benzilico 0, 0,5, 0,6 ou 0,7%.

[0050] Figura 6: Efeitos de estabilizacdo do citrato -
onde aplicdvel na presenca de 4alcool benzilico - em FAPX
(A), dominio anti-CD3, em que o peptideo 108-112 no dominio
anti-CD3 (YISYW) corresponde ao peptideo 367-370 em FAP«x
(B), construtos de anticorpo biespecifico CD33xCD3 em que o
peptideo 364-368 em construtos de anticorpo biespecifico
CD33xCD3 (YISYW) corresponde ao peptideo 366-370 em FAPx (C)
e construtos de anticorpo biespecifico EGFRvVIIIXCD3 em que
o peptideo 365-369 em construtos de anticorpo biespecifico
EGFRvVIIIXCD3 (YISYW) corresponde ao peptideo 366-370 em FAPX
(D). As Figuras 6E e F mostram o efeito do citrato e &lcool
benzilico individualmente e as Figuras 6G e H em combinacéo,
cada uma em um construto de anticorpo biespecifico ou
concentracdo de dominio unico de 600 pg/mlL cada. Os
resultados sdo os mesmos para o dominio anti-CD3, construtos
de anticorpo biespecifico CD33xCD3, FAPx e construtos de
anticorpo biespecifico EGFRvVIIIxCD3.

[0051] Figura 7: Cromatograma de fase reversa apds
injeg¢des de 50 pL de construto de anticorpo biespecifico néo
HLE EGFRvVIII x CD3 em uma coluna C8 diluida para 1 pg/mL em
0 a 10% de IVSS, respectivamente, em solucdo salina a 0,9%
(A). A A4rea do pico para cada amostra de construto de
anticorpo biespecifico ndo HLE EGFRvIIIxCD3 eluido é plotada
em funcao da concentracao percentual de IVSS [% 1IVSS]
incluida na solucdo de diluicdo (B).

[0052] Figura 8: O impacto e a necessidade dos
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excipientes em relacdo a recuperacdo percentual séo
avaliados. Observada por 24 horas a 25 °C, ndo é necesséaria
a adicdo de uma combinacdo de citrato, lisina e polissorbato
80 (combinacdo aqui abreviada como IVSS) para garantir a
recuperacao qgquantitativa do construto de anticorpo
biespecifico CD19xCD3 se a concentracdo do construto for de
pelo menos 15 pg/mL (8A). O agente que facilita a recuperacéo
quantitativa é o polissorbato 80, engquanto os excipientes
ndo tensoativos ndo sdo necessdrios para esse efeito (8B).
0,002% de polissorbato 80 garantem a recuperacdo do construto
do anticorpo biespecifico CD19xCD3 na bolsa IV, mesmo em

o

concentracdes muito baixas de 1 e 0,05 pg/mL (8C). 0,02% de

\

polissorbato 80 corresponde a concentracdo tipica em IVSS.

[0053] Figura 9: O conservante &lcool benzilico melhora
a estabilidade congelada das composicgdes farmacéuticas
compreendendo construtos de anticorpo biespecifico CD19xCD3,
CD33xCD3, BCMAXCD3 e DLL3xCD3 compreendendo um terceiro
dominio (dominio HLE) a uma concentracdo de 1 mg/mL a pH 4
como mostrado apdés armazenamento durante 4 semanas a —-20 °C.

[0054] Figura 10: O efeito estabilizador do conservante
dlcool benzilico em relacdo a estabilidade congelada é melhor
em uma concentracao acima de 0,1% e garante uma redugdo nas
espécies HMW mesmo em altas concentracdes de construto de
anticorpo biespecifico de 5 mg/mlL, como exemplificado com
DLL3xCD3 a pH 4 apds armazenamento em - 20 °C durante 4
semanas.

Descrigdo Detalhada

[0055] Um conceito geral subjacente a presente invencéao
é a surpreendente descoberta de que a estabilidade de uma

composicdo farmacéutica, tanto no estado liquido como
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congelado, compreendendo um construto de anticorpo
biespecifico de acordo com a presente invencdo é melhorada
pela adicdo de um conservante a composicdo farmacéutica
ligquida, tipicamente dependendo da concentracdo do construto
de anticorpo biespecifico e do conservante.
Surpreendentemente, verificou-se que uma composicao
farmacéutica que compreende um construto de anticorpo
biespecifico, que é de preferéncia um construto de anticorpo
de cadeia unica, tal como um construto de anticorpo BiTE®,
tanto quando compreende um terceiro dominio como aqui
definido, ou seja, um construto de anticorpo biespecifico
com meia-vida prolongada (HLE ) ou nd&o, se presente a uma
certa concentracdo de cerca de 0,5 pg/mL a 5 mg/mL, ndo é
apenas estdvel na presenca de um conservante, mas pode até
ser estabilizado por esse conservante. Isto é
particularmente surpreendente, uma vez que era conhecido na
técnica que conservantes como alcool benzilico, m-cresol e
fenoxietanol promovem a agregacdo de proteinas, tal como
anticorpos. Contudo, dependendo, por exemplo, do tipo de
concentracdo de anticorpo biespecifico, e opcionalmente do
PH e da presenca de um agente estabilizador complementar
adicional, a composicd@o farmacéutica de acordo com a presente
invencdo é estdvel. Nele, o primeiro dominio de 1ligacéao
descrito aqui (dominio de direcionamento) ¢é de menor
importdncia porque a acdo estabilizadora de um conservante
e um excipiente complementar adicional de estabilizacgéo
opcional, tal como o citrato, estd principalmente associada
a interacdo com o segundo dominio de ligacdo (dominio de
ligac@o a CD3). Vantajosamente, o conservante pode servir

para estabilizar fisicamente e microbiologicamente a
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composicao farmacéutica durante o armazenamento, por
exemplo, no estado congelado e, apds o ajuste opcional do pH
e/ou diluicéao, quando administrada. Portanto,
convenientemente a mesma composicdo farmacéutica pode ser
usada, apesar do ajuste de pH opcional, por exemplo de pH
baixo, como 4,0 a 6,5, a um pH neutro, de 6,5 a 7,5, e
diluic@o com a finalidade de administracdo i.v.. Ao longo,
a concentracdo de construto de anticorpo biespecifico est4,
no entanto, na gama de 0,5 pg/mL a 5 mg/mL, ou em algumas
circunsténcias, na gama de 0,3 pg/mL a 10, 20 ou mesmo 30
mg/mL. Deste modo, composicdo farmacéutica compreendendo
recipientes, tal como bolsas de infusdo i.v., sé é requerido
ser trocada com intervalos de tempo mais longos, como 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ou mesmo 14 dias, devido a
reduzida contaminacdo microbiana, o que aumenta o conforto
do paciente.

[0056] Conservantes estabilizadores e
microbiologicamente eficazes incluemn, mas nao estao
limitados a, &lcool benzilico, clorobutanol, metilparabeno,
fenol e tierosal. Os conservantes Uteis para a formulacdo de
composicdes farmacéuticas incluem geralmente antimicrobianos
(por exemplo, agentes antibacterianos ou antifungicos),
antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes e similares;
os exemplos incluem: cloreto de benzalcdnio, &cido benzoico,
acido salicilico, timerossal, dlcool fenetilico,
metilparabeno, propilparabeno, clorexidina, acido sdérbico ou
peréxido de hidrogénio) . Os conservantes antimicrobianos séo
substéncias utilizadas para prolongar o prazo de validade
dos medicamentos, reduzindo a proliferacdo microbiana. Os

conservantes particularmente uteis para formular a
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composicao farmacéutica da invencao incluem dlcool
benzilico, clorobutanol, fenol, meta-cresol, metilparabeno,
fenoxietanol e tiomerossal propilparabeno. A estrutura e a
concentracdo tipica para o uso desses conservantes estéo
descritas na Tabela 1 de Meyer et al. J Pharm Sci. 96 (12),
3155.

[0057] Os conservantes supramencionados podem estar
presentes na composigao farmacéutica a diferentes
concentracgdes. Por exemplo, o &lcool benzilico pode estar
presente em uma concentragdo que varia entre 0,2 e 1,1%
(p/v), preferencialmente, 0,5 a 0,9% (p/v), clorobutanol em
uma concentracdo que varia entre 0,3-0,5% (p/v), fenol em
uma concentracdo que varia entre 0,07 e 0,5% (p/v), meta-
cresol em uma concentracdo que varia entre 0,17 e 0-32% (p/v)

ou tiomerossal em uma concentracdo que varia entre 0,003 e

0,01% (p/v). As concentracdes preferidas do metilparabeno
encontram-se na gama de 0,05 e 0,5% (p/v); para o
fenoxietanol, na gama de 0,1 e 3% (p/v); e para o

propilparabeno, na gama de 0,05 e 0,5% (p/v).

[0058] Sem querer ficar vinculado a teoria, conservantes,
tal como &lcool benzilico, se ligam a sitios de dimerizacéao
de construtos de anticorpo biespecifico, tal como o construto
de anticorpo Dbiespecifico CD19xCD3, a uma concentracéo
apropriada e, assim, reduzem a possibilidade de formar
dimeros ou outros multimeros. Desse modo, o risco de
agregacdo ¢é significativamente reduzido, por exemplo, no
construto de anticorpo biespecifico CD19xCD3, BCMAXCD3,
PSAMxCD3, CD33xCD3 ou EGFRvVIIIXCD3. Isto é particularmente
surpreendente, porque varias regides de desdobramento

sugerem gue um conservante, tal como o &lcool benzilico,
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estd desestabilizando o mondmero do construto de anticorpo
biespecifico, o que deve levar ao aumento da formacdo de
dimero/agregado. No entanto, algumas dessas regides se
sobrepdem as regides que provavelmente estdo envolvidas na
formacdo de dimeros. Este desdobramento regional pode estar
atrapalhando a formacdo do dimero com a conversdo de volta
ao mondbmero e um efeito estabilizador geral enquanto a
concentracdo de anticorpo biespecifico permanecer dentro de
certos limites.

[0059] Em certas modalidades, um tampdo e/ou excipiente
pode ser aplicado para aumentar a estabilidade do construto
de anticorpo biespecifico na presenca de um conservante em
uma composicdao farmacéutica para administracdo i.v. de
acordo com a presente invencdo. Um tal excipiente ¢é aqui
referido como agente estabilizante complementar que interage
com o dominio de ligacdo de CD3. Em modalidades especificas,
por exemplo, em um pH neutro e/ou no construto de anticorpo
biespecifico que ndo possuili o terceiro dominio de ligacéao
como agui descrito e estd presente na composicdo farmacéutica
a uma concentracdao mais alta, por exemplo, acima de 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 9200, 950 ou 1000 pg/ml, tipicamente pelo menos
50 pg/mL ou 200 pg/mL, esse agente estabilizador complementar
pode ser preferido para garantir a estabilidade do construto
de anticorpo biespecifico na presenca de um conservante.
Este pode ser o caso, por exemplo, de construtos de anticorpo
biespecifico sem um terceiro dominio de 1ligacdo, como
descrito aqui, por exemplo, construto de anticorpo
biespecifico de CD33xCD3. Prevé-se que ndo sejam necessarios

agentes estabilizadores complementares, tal como o citrato,
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se a concentracdo de construto de anticorpo biespecifico
for, por exemplo, 200, 150, 100 ou 50 pg/mlL ou inferior. No
entanto, outros tampdes/excipientes tais como polissorbato,
por exemplo o polissorbato 80, podem ser preferidos a uma
concentracdo de 20, 15 ou 10 pg/mlL de construto de anticorpo
biespecifico, a fim de permitir a recuperacdo quantitativa,
isto é, a perda, por exemplo, devido a adsorcdo para o
recipiente de administragcdo ser baixa e a quantidade
recuperada percentual corresponder a pelo menos 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, ou até 99,5%. 1Isso ¢&é
particularmente vantajoso, pois os excipientes excessivos
sdo economizados tanto por razdes praticas (manuseio) quanto
por razdes médicas (alergias, efeitos colaterais).

[0060] Um pH baixo complementa a estabilizacdo do
construto de anticorpo Dbiespecifico por um conservante
também a uma concentracdo mais alta que em um pH neutro,
razdo pela qgqual uma composicdo farmacéutica compreendendo
concentracdes mais altas, tal como pelo menos 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900 ou 1000 pg/mL, é estavel, ou seja,
mostra de preferéncia uma baixa concentracgdo percentual de
HMW abaixo de 5, 4, 3, 2, 1 ou mesmo 0,5%.

[0061] Os tampdes e/ou excipientes usados em certas
modalidades para estabilizar o construto de anticorpo
biespecifico na presenca de um conservante podem incluir,
mas nao estdo limitados a, citrato, lisina e polissorbato
80. Qualgquer um desses compostos individualmente ou em
qualgquer combinacdo ou composto compardavel quanto a sua
funcdo ou estrutura pode ser usado para obter um efeito
estabilizador para o construto de anticorpo biespecifico na

presenca de um conservante de acordo com a presente invencao
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e/ou aumentar a recuperacdo, também na auséncia de um
conservante em gque este Ultimo n&o ¢é necessdrio para
estabilidade ou estabilidade microbioldégica.

[0062] Os tampdes e/ou excipientes usados em certas
modalidades para estabilizar o construto de anticorpo
biespecifico na presenca de um conservante também podem ser
e/ou simultaneamente utilizados de forma surpreendente para
melhorar a recuperacgao do construto de anticorpo
biespecifico a partir do recipiente (plastico) que € usado
para administrar a composicdo farmacéutica ao paciente. Como
os farmacos de acordo com a presente invencdo sdo tipicamente
doseados a uma concentracdo muito baixa, por exemplo,
adsorcd@o para o recipiente de administracdo, tal como uma
bolsa de infusdo i.v., pode ter influéncia significativa na
dosagem eficaz. Portanto, é muito benéfico que a adicdo de
tais tampdes e/ou excipientes possa aumentar a recuperacao
do fadrmaco a partir do recipiente. Por exemplo, a adicdo de
uma combinacdo de citrato, lisina e/ou polissorbato 80 a
composicdo farmacéutica administrada ao ©paciente ©pode
aumentar a recuperacdo em até 250% em comparacdo com a
concentracdo do fArmaco na auséncia desses compostos.
Quantidades relativamente baixas, por exemplo, de pelo menos
0,25 a 1 mM de citrato, 0,0125 M de lisina e/ou 0,001% de
polissorbato 80 podem ser suficientes para esse fim. Isso
significa 1% da solugdo IVSS a ser administrada ao paciente,
o que pode ser suficiente. Resultados ainda melhores podem
ser obtidos com quantidades maiores, tal como 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 ou 10% de IVSS. IVSS a 4% pode ser preferido. No
entanto, nem todos os componentes de IVSS podem ser

necessarios para obter o efeito de recuperacdo melhorada.
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Por exemplo, o polissorbato sozinho pode reduzir
suficientemente a adsorcdo do farmaco no recipiente de
administracdo. O referido aspecto da presente invencao
contribui para melhorar a confiabilidade da dose para
fadrmacos muito potentes, tais como construtos de anticorpo
biespecifico. Por conseguinte, a seguranca do paciente
também é melhorada pela presente invencao.

[0063] No entanto, acima de um certo limite, esses
tampdes e/ou excipientes podem ndo ser mais necessdrios para
melhorar a recuperacdo. Esse limiar é, por exemplo, 10 pg/mL,
15 pg/mL ou 20 pg/mL, preferencialmente 15 pg/mL. No entanto,
geralmente, ¢é preferida uma composicdo farmacéutica que
compreende pelo menos um tensoativo como excipiente em
relacdo a recuperacdo, tal como polissorbato, especialmente
polissorbato 80.

[0064] Em outro aspecto da presente invencdo, com Dbase
nas descobertas de HDX, conservantes, tal como o alcool
benzilico, podem desestabilizar especificamente o segundo
dominio de ligacdo (dominio anti-CD3) dos construtos de
anticorpos biespecificos, de acordo com a presente invencéo,
por interacdo (hidrofdébica), se o construto do anticorpo
biespecifico estd presente acima de um certo limiar que
depende da auséncia da presengca do terceiro dominio de
ligacdo, de acordo com a presente invencdo, e/ou o pH da
composicdo farmacéutica. Tipicamente, o limiar é mais alto
se um terceiro dominio de ligacdo como descrito aqui estiver
presente e/ou o pH for &cido, tal como pH 4,0 a 6,5. Sem
querer estar limitado pela teoria, essa desestabilizacdao de
construto de anticorpo biespecifico pode estar associada a

um aumento da diné&mica conformacional que, por sua vez, pode
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geralmente estar associada a uma menor estabilidade da
molécula. No entanto, fol surpreendentemente encontrado aqui
que tampdes e/ou excipientes, tal como citrato,
compreendendo tampdes ou excipientes, podem contrabalancar
esse efeito desestabilizador. Os efeitos qgque contrariam
entre tais tampdes e/ou excipientes e o conservante podem
aplicar-se a todos os construtos de anticorpos biespecificos
(em relacdo a conformacéo) com um dominio anti-CD3
caracterizado por CDRS representado nas SEQ ID Nos 18 a 23.
Como foi observado em relacdo a esses construtos de
anticorpos biespecificos, em concentracdes mais baixas (por
exemplo, abaixo de 50 pg/mL), nenhum excipiente
estabilizador é necessdrio na presenca de um conservante,
tal como o &lcool benzilico, gquando o conservante, tal como
o &lcool benzilico, pode surpreendentemente ter propriedades
estabilizantes por si sé devido a supressdo ou reducdo de
dimeros. Tipicamente, este ndo é o caso em concentracdes
mais altas, por exemplo, a uma concentracdo superior a 200
png/mL, desde que a composicdo farmacéutica tenha um pH acima
de 6,5 e/ou o construto de anticorpo biespecifico compreenda
um terceiro dominio, como aqui descrito. No caso de um efeito
desestabilizador do conservante superar o seu efeito
estabilizador com base na concentracdao de construto de
anticorpo biespecifico, um excipiente tal como o citrato
pode ser usado como excipiente estabilizador adicional e
complementar. Portanto, a adicdo de um agente estabilizador
adicional, tal como o citrato, permite um uso mais versatil
(gama de concentracao) de construtos de anticorpos
biespecificos na presenca de um conservante, tal como o

dlcool benzilico.
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[0065] Alternativamente, ¢é considerado no contexto da
presente invencdo que a composicdo farmacéutica ¢é, por
exemplo, para infusdo durante 7 dias, utilizando cloreto de
sédio bacteriostatico a 0, 9%, USP (contendo &lcool benzilico
a 0,9%). Prevé-se, em particular, que esta opcdo esteja
disponivel para pacientes com peso maior ou igual a um
determinado limite por razdes de seguranca. Esse limite pode
ser 20, 22 ou 25 kg.

[0066] Estd previsto em uma modalidade especifica no
contexto da presente invencao, que o construto de anticorpo
biespecifico de acordo com a presente invencdo é fornecido
em um frasco de dose unica, tal como um pd liofilizado
estéril, isento de conservantes, branco a esbranquicado,
para administracd&o intravenosa. Cada frasco de dose unica de
um construto de anticorpo CD19xCD3 contém 35 mcg de construto
de anticorpo biespecifico, de acordo com a presente invencéo,
mono-hidrato de dcido citrico (3,35 mg), cloridrato de lisina
(23,23 mg), polissorbato 80 (0,64 mg), di-hidrato de trealose
(95,5 mg) e hidréxido de sdédio para ajustar o pH a 7,0. Apds
reconstituicdo com 3 mL de Cloreto de Sdédio a 0,9%, USP
(contendo dlcool benzilico a 0,9%), a concentracao
resultante ¢é de 12,5 mcg/mL de construto de anticorpo
biespecifico de acordo com a presente invencdo. I.v. A
Solucdo Estabilizadora (IVSS) é fornecida em um frasco de
dose Unica como uma solucgdo clara estéril, isenta de
conservantes, incolor a ligeiramente amarelada. Cada frasco
de dose Unica da Solucgdo Estabilizadora IV contém mono-—
hidrato de &cido citrico (52,5 mg), cloridrato de 1lisina
(2283,8 mg), polissorbato 80 (10 mg), hidréxido de sdédio

para ajustar o pH a 7,0 e &gua para injecédo.
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[0067] Quanto a presente invencdo, o termo "estabilidade"
ou "estabilizacdo" refere-se a estabilidade da composicéo
farmacéutica no total e em particular &a estabilidade do
ingrediente ativo (isto é, a construcdo de anticorpo de
cadeia simples Dbiespecifica), especificamente durante a
formulacdo, o enchimento, o transporte, o armazenamento e a
administracdo. Os termos "estabilidade" ou "estavel" no
contexto da composicdo farmacéutica da invencd@o e do
construto de anticorpo de cadeia uUnica biespecifico referem-—

se particularmente a reducdo ou prevencdo da formacdo de

agregados de proteina (HMWS). Especificamente, o termo
"estabilidade" também se relaciona <com a estabilidade
coloidal dos —construtos de anticorpo (cadeia 1unica)

biespecificos compreendidas na composicdo farmacéutica aqui
descrita. "Estabilidade coloidal™ é a capacidade de
particulas coloidais (como proteinas) permanecerem dispersas

em ligquidos por um periodo prolongado de tempo (de dias a

anos). No que diz respeito a estabilidade em relagdo a
conservacao, é utilizado o termo estabilidade
microbioldégica.

[0068] O termo "agregado de (proteina)", conforme usado
aqui, geralmente engloba espécies de proteinas de maior peso
molecular, tais como "oligbmeros" ou "multimeros", em vez
das espécies definidas desejadas (por exemplo, um mondmero) .
O termo é utilizado aqui intercambiavelmente com os termos
"espécies de elevado peso molecular" e "HMWS". Os agregados
de proteina geralmente podem diferir em tamanho (variando de
pequenos (dimeros) a grandes conjuntos (particulas
subvisiveis ou visiveis) e da gama de nandmetro a

micrémetro), morfologia (de aproximadamente esféricos a
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fibrilares), estrutura proteica (nativa versus nao-
nativa/desnaturada), tipo de ligacéo intermolecular
(covalente versus nao—-covalente), reversibilidade e

solubilidade. Os agregados soluveis cobrem a gama de tamanho
de aproximadamente 1 a 100 nm e as particulas proteicas
cobrem gamas subvisiveis (~0,1-100 .m) e visiveis (>100 .m).
Todos os tipos supramencionados de agregados de proteina
geralmente sdao englobados pelo termo. O termo "agregado (de
proteina)" refere-se, assim, a todos os tipos de espécies
ndo—nativas fisicamente associadas ou quimicamente ligadas
de dois ou mais mondmeros de proteina.

[0069] O termo "agregacdo de proteina" ou "agregacido nao-
nativa" denota, assim, o(s) processo(s) pelo(s) qual(is) as
moléculas de proteinas se agrupam em complexos compostos de
duas ou mais proteinas, <com as proteinas individuais
indicadas como mondémero. Existem diversas vias que levam a
agregacdo de proteinas que podem ser induzidas por uma ampla
variedade de condicdes, incluindo temperatura, tensao
mecé&nica, como agitar e sacudir, bombeamento, congelamento
e/ou descongelamento e formulacédo.

[0070] Um aumento na temperatura acelera as reacgdes
quimicas, como oxidacdo e desamidacdo de proteinas, que por
sua vez pode promover a agregacao. A temperatura mais alta
também influencia diretamente a conformacdo de proteinas no
nivel da estrutura quaterndria, tercidria e secundéria e
pode levar a um desdobramento induzido pela temperatura que
pode promover a agregacdo. As temperaturas referidas no
presente pedido sd@o tipicamente temperaturas de congelacao
profunda para armazenamento a longo prazo de produtos

farmacéuticos &a base de proteinas delicadas (=70 °C),
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temperatura de congelacdao regular (-20 °C), temperatura de
refrigeracao
(4 °C), temperatura ambiente ( 25 °C) e temperatura

fisioldgica (37 °C).

[0071] Por isso, foi surpreendente descobrir que a adicéao
de um conservante a composicdo farmacéutica da presente
invencdo pode suprimir a agregacdo de estado congelado em
relacdo aos construtos de anticorpos Dbiespecifico da
presente invencdo. Tais construtos anticorpos biespecificos
podem, portanto, ser armazenados a -50 °C, -40 °C ou, de
preferéncia, até -30 ° ou -20 °C em vez de -70 °C sem mostrar
agregacdo no estado congelado, ou seja, a presenca de

agregados como espécies de alto peso molecular (HMW),

o\

permanecem abaixo de 1% ou mesmo abaixo de 0,8%, 0,6%, 0,4
ou mesmo abaixo de 0,3% durante um periodo de armazenamento
de pelo menos 1 més, tal como 1, 2, 3, 4, 5 , 6,12 ou 24
meses. Vantajosamente, a energia pode ser economizada quando
o armazenamento de -70 °C pode ser substituido pelo
armazenamento a uma temperatura mais alta de congelamento ou
a capacidade de armazenamento de -70 °C pode ser alocada
para outros itens de armazenamento mais delicados. Ao mesmo
tempo, os desafios de transporte sdo reduzidos se apenas uma
temperatura de armazenamento no congelamento regular, em vez
da gama de congelamento profundo, for necessaria para
armazenar a composicdo farmacéutica de acordo com a presente
invencdo. Sem querer estar vinculado pela teoria, os
agregados de estado congelado provavelmente sao formados
devido a interacgdes hidrofdébicas entre regides especificas
do primeiro dominio de ligacd&o e o segundo dominio de ligacéo

do construto de anticorpo biespecifico. A adicdo de um
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conservante, tal como &lcool benzilico, pode manter baixa a
agregacado do estado congelado, por exemplo, abaixo de 1% de
espécies HMW em relacdo a quantidade total de construto de
anticorpo biespecifico em solucdo (congelada), ligando-se a
um adesivo hidrofdbico no segundo dominio de ligacdo do
construto de anticorpo biespecifico de acordo com a presente
invencdo. Isto é particularmente verdadeiro para construtos
de anticorpos biespecificos compreendendo um terceiro
dominio, de acordo com a presente invencdo, tal como um
dominio scFc HLE.

[0072] Preferencialmente, a composicdao farmacéutica de
armazenamento no estado congelado tem um pH na gama de pH
4,0 a 6,5, preferencialmente 4,2 a 4,8. Antes da
administracdo a um paciente, o pH pode ser aumentado para
melhor compatibilidade i.v.. No entanto, tipicamente, a
composicdo farmacéutica pode ser utilizada sem a necessidade
de remover componentes particulares, tais como excipientes,
antes da administracdo. Por conseguinte, o conservante que
funcionou como um agente estabilizador fisico durante, por
exemplo, o armazenamento em estado congelado, pode atuar
subsequentemente, como agente estabilizador na composicao
farmacéutica administrada por ligquido, opcionalmente apds
diluicdo e/ou ajuste de pH, e também pode servir como
conservante para garantir a estabilidade microbioldégica da
composicdo farmacéutica, de acordo com a presente invencgéao.

[0073] A desnaturacdo e a agregacdo de proteinas podem
ocorrer durante o congelamento/degelo devido a complexas
alteracbes fisicas e quimicas, como a criacdo de novas
interfaces de gelo/solucdo, adsorcdo a superficies de

recipientes, crioconcentracdo da proteina e solutos e
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alteracdes de pH devido a cristalizacdo dos componentes do
tampao.

[0074] Um aumento na concentracdo de proteina também pode
melhorar a formacdo de agregados proteicos. Em altas
concentracoes proteicas, ocorre a aglomeracao
macromolecular, um termo usado para descrever o efeito da
ocupagao de volume total elevado por solutos
macromoleculares sobre o comportamento de cada espécie
macromolecular nagquela solucdo. De acordo com essa teoria do
volume excluido, a automontagem e, assim, a agregacéao
potencial podem ser favorecidas.

[0075] Os conservantes antimicrobianos, tais como alcool
benzilico e fenol, s&o conhecidos em formulacgdes ligquidas
para garantir a esterilidade durante a sua vida de
prateleira, e adicionalmente, necessdrios em formulacdes de
diversas doses e certos sistemas de administracdo de farmaco,
por exemplo, canetas de injecdo, minibombas e aplicacodes
tdépicas. Muitos conservantes foram relatados para induzir a
agregacdo de proteinas, embora o mecanismo subjacente néo
seja bem compreendido. Tem sido proposto que os conservantes
se ligam e preenchem estados de proteina desdobrados que séao
propensos a agregacéo.

[0076] Vantajosamente, as composicdes farmacéuticas da
invencdo s&o consideradas estaveis, isto é, permanecerem
livres ou substancialmente isentas de agregados proteicos
mesmo quando submetidas a tensdao, em particular tensao
térmica, armazenamento, tensdo induzida por superficie (como
ciclos de congelamento/degelo, formacgao de espuma) ,
concentracdo (por ultra e diafiltracdo) ou mistura com

compostos orgdnicos, como conservantes antimicrobianos.
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Preferencialmente, as composicdes farmacéuticas podem ter
caracteristicas semelhantes ou mesmo melhoradas em
comparacao com as composicdes tendo um baixo pH que foram
avaliadas nos Exemplos em anexo. As composicdes
farmacéuticas da invencdo sdo preferencialmente solucgdes
homogéneas de produtos farmacéuticos a base de proteinas,
tal como construtos de anticorpos biespecificos de cadeia
Unica monomérica dispersa com meia-vida prolongada.

[0077] Aqueles versados na técnica apreciarido que, embora
a composicao farmacéutica proporcione a estabilizacdao do
ingrediente ativo (isto é, reduza ou iniba a formacédo de
agregados proteicos do construto de anticorpo de cadeia
simples biespecifica) com eficadcia, alguns agregados ou
conformadores podem ocasionalmente formar, mas sem
comprometer substancialmente a usabilidade da composigéo
farmacéutica. Nesse contexto, "substancialmente livre” de

agregados significa que a quantidade de agregados permanece

o\

, 5

o\

inferior a 10%, 9%, 8%, 7%, 6 , 4%, 3%, 2% ou 1% (p/v),
também particularmente quando submetidos a tensdo do
ambiente, por exemplo, conforme avaliado nos Exemplos em
anexo.

[0078] Os métodos para determinar a presenca de agregados
proteicos soluveis e insoluveis foram, inter alia, revistos
por Mahler et al., J Pharm Sci. 2009 Sep;98(9):2909-34. A
formacdo de agregados de proteina soluvel pode ser avaliada
por cromatografia liguida de desempenho ultra elevado de
exclusdo de tamanho (SE-UPLC), como descrito nos Exemplos em
anexo. A SEC é um dos métodos analiticos mais utilizados

para a deteccdo e quantificacdo de agregados proteicos. A

andlise de SEC permite o dimensionamento de agregados e a
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sua quantificacdo. Com o SEQ-UPLC, ¢é possivel a separacao
seletiva e radpida de macromoléculas com base em sua forma e
tamanho (raio hidrodindmico) em uma gama de peso molecular
de cerca de 5-1000 kDa.

[0079] As solucgdes de proteinas mostram uma propriedade
6ptica, chamada opalescéncia ou turbidez. A propriedade
6ptica de uma solucdo é uma funcdo das particulas presentes
para dispersar e absorver luz. As proteinas sd&o coloides
naturais e a turbidez das formulagcdes aquosas depende da
concentracdo de proteinas, da presenca de particulas nao-
dissolvidas, do tamanho das particulas e do numero de
particulas por unidade de volume. A turbidez pode ser medida
por espectroscopia UV-Vis como a densidade éptica na gama de
340 a 360 nm e pode ser usada para detectar agregados
sollveis e insoluveis.

[0080] Além disso, a inspecdo de amostras por meios
visuais ainda €é um aspecto importante da avaliacdo de
agregados de proteinas. A avaliacd&o visual gquanto a auséncia
ou presenca de agregados visiveis ¢é preferencialmente
realizada de acordo com o Teste 5 do Deutscher Arzneimittel
Codex (DAC).

[0081] Como estabelecido em outra parte deste documento,
considera-se a composicdo farmacéutica da invencdo - muito
provavelmente pela agdo de um pH baixo e opcionalmente outros
agentes estabilizadores 1& compreendidos - favorecendo um
aumento da estabilidade coloidal dos construtos de anticorpo
de cadeia Unica biespecificos e, assim, exibindo uma reducéo
ou mesmo auséncia de separacdo liquido-fase ligquida (LLPS).
A LLPS é um evento conduzido em dmbito termodindmico, em que

uma solucdo de proteina homogénea se separa em uma fase
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escassa em proteina (geralmente a camada superior) e uma
fase rica em proteina (geralmente a camada inferior) com
temperaturas decrescentes. A LLPS &, tipicamente, totalmente
reversivel, simplesmente misturando as duas fases e elevando
a temperatura da solucdo. A ocorréncia da LLPS tem sido
atribuida a interacdes proteina-proteina atraentes de curto
alcance, tornando—a uma medida da forca da atracdo proteina-
proteina. Descobriu-se que as composicdes farmacéuticas
compreendendo as [ ciclodextrinas de acordo com a invencgao
compreendem concentracdes mais elevadas da construcdo de
anticorpo de cadeia simples biespecifica na fase escassa em
proteina de LIPS, em comparacgao com composicdes
farmacéuticas que nao compreendem as [ ciclodextrinas.
Consequentemente, as composicdes farmacéuticas da invencao
sdo consideradas como apresentando uma LLPS reduzida ou sem
LLPS em comparacdao com controles, promovendo assim uma
estabilidade coloidal aumentada das construcdes de anticorpo
de cadeia simples biespecificas da presente invencdo. A LLPS
pode ser induzida e o teor de proteina das diferentes fases
pode ser examinado conforme descrito nos Exemplos em anexo.

[0082] A tensdo do ambiente também pode, em particular
devido & desnaturacdo térmica e/ou quimica, levar a
alteracdes conformacionais, que por sua vez favorecem a
agregacao. Surpreendentemente, 0os presentes inventores
verificaram que as construcdes de anticorpos de cadeia
simples biespecifica também sdo estabilizadas em relacdo as
alteracdes conformacionais, conforme avaliadas medindo-se a
intensidade da emissdo de fluorescéncia intrinseca dos
aminodcidos aromaticos. A composicdo farmacéutica da

presente invencdo, portanto, preferencialmente também reduz
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ou 1inibe a formacdo de conformadores (isto é, espécies
proteicas ndo-nativas, dobradas de forma anormal).

[0083] Como explicado anteriormente, a composicao
farmacéutica estadvel da presente invencdo compreende uma
construcdo de anticorpo de cadeia simples biespecifica,
ligando—-se a um antigeno de superficie da célula alvo através
de um dominio de ligacdo e ao CD3 de antigeno de superficie
de células T através de um segundo dominio de ligacédo.

[0084] O termo "construto de anticorpo" refere-se a uma
molécula na qual a estrutura e/ou funcdo é/sdo baseada(s) na
estrutura e/ou funcdo de um anticorpo, por exemplo, de uma
molécula de imunoglobulina inteira ou de comprimento
completo e/ou é/sdo desenhada(s) a partir dos dominios de
cadeia leve varidvel (VL) de um anticorpo ou cadeia pesada
varidvel (VH) ou seu fragmento. Um construto de anticorpo é&,
por conseguinte, capaz de se ligar a seu antigeno ou alvo
especifico. Adicionalmente, um dominio de ligacdo de um
construto de anticorpo de acordo com a invencdo compreende
os requisitos estruturais minimos de um anticorpo que
permitem a ligacdo alvo. Este requisito minimo pode, por
exemplo, ser definido pela presenca das pelo menos trés CDRs
de cadeias leves (isto é, CDR1, CDR2 e CDR3 da regido VL)
e/ou das trés CDRs de cadeia pesada (isto &, CDR1l, CDR2 e
CDR3 da regido VH), de preferéncia, todas as seis CDRs. Uma
abordagem alternativa para definir os requisitos de
estrutura minima de um anticorpo é a definicdo do epitopo do
anticorpo dentro da estrutura do alvo especifico,
respectivamente, do dominio de proteina da proteina alvo
compondo a regido de epitopo (aglomerado de epitopo) ou por

referéncia a um anticorpo especifico competindo com o epitopo
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do anticorpo definido. Os anticorpos nos quais os construtos
de acordo com a invengdo sdo baseados incluem, por exemplo,
anticorpos monoclonais, recombinantes, quiméricos,
desimunizados, humanizados e humanos.

[0085] O dominio de ligacdo de um construto de anticorpo,
de acordo com a invencao pode, por exemplo, compreender OS
grupos de CDR acima referidos. De preferéncia, esses CDRs
sdo compreendidos na estrutura de uma regido varidvel de
cadeia leve de anticorpo (VL) e uma regido varidvel de cadeia
pesada de anticorpo (VH); no entanto, ndo tem que compreender
ambos. Fragmentos Fd, por exemplo, tém duas regides de VH e,
com frequéncia, retém alguma funcdo de ligacdo a antigeno do
dominio de ligacdo a antigeno intacto. Exemplos adicionais
do formato de fragmentos de anticorpo ligacdo, variantes de
anticorpo ou dominios de ligacdo incluem (1) um fragmento
Fab, um fragmento monovalente tendo os dominios de VL, VH,
CL e CHl; (2) um fragmento F(ab’):, um fragmento bivalente
tendo dois fragmentos Fab ligados por uma ponte de dissulfeto
na regido de dobradica; (3) um fragmento Fd tendo os dois
dominios de VH e CHl; (4) um fragmento Fv tendo os dominios
de VL e VH de um braco unico de um anticorpo, (5) um fragmento
dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que tem um
dominio de VH; (6) uma regido determinante de
complementaridade isolada (CDR), e (7) um Fv de cadeia unica
(scFv), o ultimo sendo preferencial (por exemplo, derivado
de uma biblioteca de scFV). Exemplos de modalidades de
construtos de anticorpo de acordo com a invencdo sao, por
exemplo, descritos nos documentos WO 00/006605, WO
2005/040220, WO 2008/119567, WO 2010/037838, WO 2013/026837,

WO 2013/026833, US 2014/0308285, US 2014/0302037, WO
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2014/144722, WO 2014/151910 e WO 2015/048272.

[0086] Também dentro da definicdo de "dominio de ligacao"
ou "dominio que se liga” estdo fragmentos de anticorpos de
comprimento total, tal como VH, VHH, VL, (s)dAb, Fv, Fd,
Fab, Fab', F(ab')2 ou "r IgG” (“meio anticorpo”). Os
construtos de anticorpo, de acordo com a invencdo, também
podem compreender fragmentos modificados de anticorpos,
também denominados variantes de anticorpo, como scFv, di-
scFv ou bi(s)-scFv, scFv-Fc, ziper de scFv, scFab, Faby,
Fabs, diacorpos, diacorpos de cadeia tunica, diacorpos em
tandem (Tandab’s), di-scFv em tandem, tri-scFv em tandem,
"multicorpos", tais como triacorpos ou tetracorpos, e
anticorpos de dominio simples, tais como nanocorpos ou
anticorpos de dominio varidvel simples, compreendendo apenas
um dominio variavel, que pode ser VHH, VH ou VL, que se liga
especificamente a um antigeno ou epitopo independentemente
de outras regides ou dominios V.

[0087] Como aqui utilizado, os termos "Fv de cadeia
unica", "anticorpos de cadeia Unica" ou "scFv" referem-se a
fragmentos de anticorpo de cadeia polipeptidica tnicos que
compreendem as regides varidveis de ambas as cadeias pesada
e leve, mas nado possuem as regides constantes. Geralmente,
um anticorpo de cadeia uUnica compreende ainda um ligante
polipeptidico entre os dominios VH e VL que permite formar
a estrutura desejada que permitiria a ligacdo ao antigeno.
Os anticorpos de cadeia uUnica sdo discutidos em detalhe por
Pluckthun em The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.
113, Rosenburg e Moore eds. Springer-Verlag, Nova Iorque,
pp. 269-315 (1994). Varios métodos de geracdo de anticorpos

de cadeia uUnica s&o conhecidos, incluindo aqueles descritos
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em Pat US N° 4,694,778 e 5,260,203; Publicacdao de Pedido
Internacional de Patente N° WO 88/01649; Bird (1988) Science
242:423-442; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
85:5879-5883; Ward et al. (1989) Nature 334:54454; Skerra et
al. (1988) Science 242:1038-1041. Em modalidades
especificas, os anticorpos de cadeia uUnica também podem ser
biespecificos, multiespecificos, humanos, e/ou humanizados
e/ou sintéticos.

[0088] Além disso, a definicdo do termo "construto de
anticorpo" inclui construtos monovalentes, Dbivalentes e
polivalentes/multivalentes e, assim, construtos
biespecificos, ligando-se -especificamente a apenas duas
estruturas antigénicas, bem como construtos
poliespecificos/multiespecificos, que ligam especificamente
a mais de duas estruturas de antigenos, por exemplo trés,
quatro ou mais, através de dominios de ligacdo distintos.
Além disso, a definicdo do termo "construto de anticorpo"
inclui moléculas gque consistem em apenas uma cadeia
polipeptidica, bem como moléculas que consistem em mais de
uma cadeia polipeptidica, cadeias as quais que podem ser
idénticas (homodimeros, homotrimeros ou homo-oligdémeros) ou
diferentes (heterodimero, heterotrimero ou hetero-
oligbmero) . Exemplos para os anticorpos identificados acima
e variantes ou derivados dos mesmos sao descritos, inter
alia em Harlow e Lane, Antibodies a laboratory manual, CSHL
Press (1988) e Using Antibodies: a laboratory manual, CSHL
Press (1999), Kontermann e Diibel, Antibody Engineering,
Springer, 22 ed. 2010 e Little, Recombinant Antibodies for
Immunotherapy, Cambridge University Press 2009.

[0089] O termo "biespecifico", como aqui utilizado,

Peticao 870190110647, de 30/10/2019, pag. 58/305



41/260

refere-se a um construto de anticorpo que ¢é "pelo menos
biespecifico", isto é, compreende pelo menos um primeiro
dominio de ligacdo e um segundo dominio de ligacd&o, em que
o primeiro dominio de ligacdo se liga a um antigeno ou alvo
(aqui: o antigeno da superficie da célula alvo) e o segundo
dominio de ligacdo se liga a outro antigeno ou alvo (aqui:
CD3) . Consequentemente, construtos de anticorpo de acordo
com a invencdo compreendem especificidades para pelo menos
dois diferentes antigenos ou alvos. Por exemplo, o primeiro
dominio de preferéncia ndo se liga a um epitopo extracelular
de CD3e de uma ou mais das espécies, tal como aqui descrito.
O termo "antigeno da superficie da célula alvo" refere-se a
uma estrutura antigénica expressa por uma célula e que esta
presente na superficie da célula de tal modo que é acessivel
para um construto de anticorpo como descrito aqui. Pode ser
uma proteina, de preferéncia, a porcdo extracelular de uma
proteina, ou uma estrutura de carboidrato, de preferéncia,
uma estrutura de carboidrato de uma proteina, tal como uma
glicoproteina. E preferencialmente um antigeno tumoral. O
termo “construto de anticorpo biespecifico” da invencéo
também abrange construtos de anticorpo multiespecificos como
construtos de anticorpo triespecificos, estes Ultimos
incluindo trés dominios de ligacdo, ou construtos tendo mais
que trés (por exemplo, quatro, cinco..) especificidades.
[0090] Dado que os construtos de anticorpo de acordo com
a invencdo sdo (pelo menos) biespecificos, os mesmos néo
ocorrem naturalmente e sdo marcadamente diferentes de
produtos de ocorréncia natural. Um construto de anticorpo ou
imunoglobulina “biespecifica” ¢, dai, um anticorpo ou

imunoglobulina hibrida artificial tendo pelo menos dois
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lados de ligacd&o distintos com diferentes especificidades.
Construtos de anticorpo biespecificos podem ser produzidos
por uma variedade de métodos incluindo fusdo de hibridomas
ou ligacd&o de fragmentos Fab’. Ver, por exemplo, Songsivilai
& Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990).

[0091] Os pelo menos dois dominios de 1ligacdo e os
dominios varidveis (VH / VL) do construto de anticorpo da
presente invencdo podem, ou nao, compreendem ligantes
peptidicos (peptideos espacadores). O termo “ligante
peptidico” compreende de acordo com a presente invencdo uma
sequéncia de aminodcidos pela qual as sequéncias de
aminodcidos de um dominio (varidvel e/ou de ligac&o) e outro
dominio (varidvel e/ou de ligacdo) do construto de anticorpo
da invencdo sdo ligados entre si. Os ligantes peptidicos
podem também ser utilizados para fundir o terceiro dominio
com os outros dominios do construto de anticorpo da invencéo.
Um recurso técnico essencial de tal ligante peptidico é que
ndao compreende nenhuma atividade de polimerizacgdo. Dentre os
ligantes peptidicos adequados estdo aqueles descritos nas
Patentes US N° 4,751,180 e 4,935,233 ou WO 88/09344. Os
ligantes peptidicos também podem ser usados para fixar outros
dominios ou mdédulos ou regides (tais como dominios
prolongadores de meia-vida) ao construto de anticorpo da
invencao.

[0092] Os construtos de anticorpo da presente invencéao
sdo, de preferéncia, “construtos de anticorpo gerados 1in
vitro”. Este termo se refere a um construto de anticorpo de
acordo com a definicdo acima onde a totalidade ou parte da
regido varidvel (por exemplo, pelo menos uma CDR) é gerada

numa selecdo de célula ndo imune, por exemplo, uma exibicédo
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de fago in vitro, chip de proteina ou gualquer outro método
no qual sequéncias candidatas podem ser testadas para sua
capacidade de se ligar a um antigeno. Este termo, desta
forma, de preferéncia, excluil sequéncias geradas apenas por
redisposicdo gendmica numa célula imune num animal. Um
“anticorpo recombinante” é um anticorpo feito através do uso
de tecnologia de DNA recombinante ou modificacdo genética.

[0093] O termo “anticorpo monoclonal” (mAb) ou construto
de anticorpo monoclonal conforme usado no presente documento
se refere a um anticorpo obtido de uma populacdo de
anticorpos substancialmente homogéneos, isto é, oS
anticorpos individuais compreendendo a populacao sdo
idénticos, exceto por mutagdes de ocorréncia possivelmente
natural e/ou modificacbes pds—-traducéo (por exemplo,
isomerizacdes, amidacdes) que podem estar presentes em
menores quantidades. Anticorpos monoclonais sdo altamente
especificos, sendo direcionados contra um lado antigénico
simples ou determinante no antigeno, em contraste a
preparacdes de anticorpo convencionais (policlonal) que
tipicamente incluem diferentes anticorpos direcionados
contra diferentes determinantes (ou epitopos). Além de sua
especificidade, os anticorpos monoclonais sd&o vantajosos
visto gque os mesmos sdao sintetizados pela cultura de
hibridoma, por conseguinte, ndo contaminados por outras
imunoglobulinas. O modificador “monoclonal” indica o carater
do anticorpo como sendo obtido de uma populacéo
substancialmente homogénea de anticorpos, e nado deve ser
interpretado como exigindo a producdao do anticorpo por nenhum
método particular.

[0094] Para a preparacdao de anticorpos monoclonais,
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qualquer técnica fornecendo anticorpos produzidos por
culturas de linha celular continua pode ser usada. Por
exemplo, anticorpos monoclonais a serem usados podem ser
feitos pelo método de hibridoma primeiro descrito por Koehler
et al., Nature, 256: 495 (1975), ou podem ser feitos por
métodos de DNA recombinante (consulte, por exemplo, a Patente
US N° 4,816,567). Exemplos de técnicas adicionais para
produzir anticorpos monoclonais humanos incluem a técnica de
trioma, a técnica de hibridoma de célula B humana (Kozbor,
Immunology Today 4 (1983), 72) e a técnica de EBV-hibridoma
(Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Liss, Inc. (1985), 77-96).

[0095] Hibridomas podem ser, entdo, varridos usando
métodos padrdo, como ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA) e andlise por ressonédncia de pléasmon de superficie
(BIACORE™), para identificar um ou mais hibridomas que
produzem um anticorpo que se liga especificamente a um
antigeno especificado. Qualquer forma do antigeno relevante
pode ser usada como o imunogénio, por exemplo, antigeno
recombinante, formas de ocorréncia natural, quaisquer
variantes ou fragmentos dos mesmos, bem como um peptideo
antigénico dos mesmos. A ressondncia de plasmon de superficie
conforme empregada no sistema BIAcore pode ser usada para
aumentar a eficiéncia de anticorpos de fago que se ligam a
um epitopo de um antigeno da superficie da célula alvo,
(Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105;
Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13).

[0096] Outro método exemplificador de ©producdo de
anticorpos monoclonais inclui varrer bibliotecas de

expressdo de proteina, por exemplo, bibliotecas de exibicéo
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de fago ou de exibicdo de ribossoma. A exibicdo de fago é
descrita, por exemplo, em Ladner et al., Patente US N°
5,223,409; Smith (1985) Science 228:1315-1317, Clackson et
al., Nature, 352: 624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol.
Biol., 222: 581-597 (1991).

[0097] Além do uso de bibliotecas de exibicdo, o antigeno
relevante pode ser usado para imunizar um animal ndo humano,
por exemplo, um roedor (como um camundongo, hamster, coelho
ou rato). Em uma modalidade, o animal ndo humano inclui pelo
menos uma parte de um gene de imunoglobulina humana. Por
exemplo, é possivel modificar cepas de camundongo
deficientes em producdo de anticorpo de camundongo com
grandes fragmentos dos loci de Ig (imunoglobulina) humana.
Usando a tecnologia de hibridoma, anticorpos monoclonais
especificos para antigeno derivados dos genes com a
especificidade desejada podem ser produzidos e selecionados.
Ver, por exemplo, XENOMOUSE™, Green et al. (1994) Nature
Genetics 7:13-21, US 2003-0070185, WO 96/34096 e WO 96/33735.

[0098] Um anticorpo monoclonal também pode ser obtido de
um animal n&o humano e, entdo, modificado, por exemplo,
humanizado, desimunizado, quimérico renderizado, etc.,
usando técnicas de DNA recombinante conhecidas na técnica.
Exemplos de construtos de anticorpos modificados incluem
variantes humanizadas de anticorpos ndo humanos, anticorpos
"de afinidade maturada” (ver, por exemplo, Hawkins et al.,
J. Mol. Biol. 254, 889-896 (1992) e Lowman et al.,
Biochemistry 30, 10832-10837 (1991)) e mutantes de anticorpo
com funcdes efetoras alteradas (ver, por exemplo, Patente US
5,648,260, Kontermann e Diibel (2010), loc. cit. e Little

(2009), loc. cit.).
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[0099] Em imunologia, a maturacdo de afinidade ¢é o
processo pelo qual células B produzem anticorpos com
afinidade aumentada para antigeno durante o curso de uma
imunorresposta. Com exposicdes repetidas ao mesmo antigeno,
um hospedeiro produziré anticorpos de afinidades
sucessivamente maiores. Como o ©protdétipo natural, a
maturacdo de afinidade in vitro é baseada nos principios de
mutacdo e selecdo. A maturacdo de afinidade in vitro vem
sendo usada com sucesso para otimizar anticorpos, construtos
de anticorpo e fragmentos de anticorpo. Mutacdes aleatdrias
dentro das CDRs sao introduzidas usando radiacdo, mutagénese
quimica ou PCR inclinada ao erro. Além disso, a diversidade
genética pode ser aumentada por embaralhamento de cadeia.
Dois ou ciclos de mutacdo e selecdo usando os métodos de
exibicdo como exibicdo de fago wusualmente resultam em
fragmentos de anticorpo com afinidades na baixa faixa
nanomolar.

[00100] Um tipo preferencial de uma variacao de
substituicdo de aminodcido dos construtos de anticorpo
envolve substituir um ou mais residuos de regiao
hipervaridvel de um anticorpo parental (por exemplo, um
anticorpo humanizado ou humano). Em geral, a variante
resultante (ou variantes) selecionada para desenvolvimento
adicional terd ©propriedades Dbioldégicas aprimoradas em
relacdo ao anticorpo parental a partir do qual as mesmas
foram geradas. Uma forma conveniente para tais wvariantes
substitucionais envolve a maturacdo de afinidade wusando
exibicdo de fago. Em suma, diversos lados de regiéo
hipervaridvel (por exemplo, lados 6 a 7) sdo mutados para

gerar todas as substituicdes de aminodcido possiveis em cada
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lado. As variantes de anticorpo geradas deste modo sé&o
exibidas de uma forma monovalente de particulas de fago
filamentoso como fusdes ao produto de gene III de M13
embalado em cada particula. As variantes de fago exibido
sdo, entdo, varridas para sua atividade bioldgica (por
exemplo, afinidade de ligacd&o) como divulgado no presente
documento. A fim de identificar lados de regido hipervariavel
candidatos para modificacdo, a mutagénese por varredura de
alanina pode ser realizada para identificar residuos de
regido hipervariadvel contribuindo significativamente para a
ligacdo de antigeno. Alternativa ou adicionalmente, pode ser
benéfico para analisar uma estrutura de cristal do complexo
de antigeno—anticorpo para identificar pontos de contato
entre o dominio de 1ligacdo e, por exemplo, antigeno da
superficie da célula alvo humano. Tais residuos de contato
e residuos vizinhos s&o candidatos para substituicdo de
acordo com as técnicas elaboradas no presente documento. Uma
vez que tais variantes sdo geradas, o painel de variantes é
submetido & varredura conforme descrito no presente
documento e anticorpos com propriedades superiores num ou
mais ensaios relevantes ©podem ser selecionados para
desenvolvimento adicional.

[00101] Os anticorpos monoclonais e construtos de
anticorpo da presente invencdo especificamente incluem
anticorpos "quiméricos" (imunoglobulinas) nos quais uma
porcdo da cadeia pesada e/ou leve é idéntica a ou homdloga
a sequéncias correspondentes em anticorpos derivados a
partir de uma espécie particular ou pertencendo a uma classe
ou subclasse de anticorpo particular, enquanto o resto da(s)

cadeia (s) é idéntico a ou homélogo a sequéncias
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correspondentes em anticorpos derivados de outra espécie ou
pertencendo a outra classe ou subclasse de anticorpo, bem
como fragmentos de tais anticorpos, desde que as mesmas
exibam a atividade Dbioldégica desejada (Patente US N°
4,816,567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 81:
6851-6855 (1984)). Anticorpos quiméricos de interesse no
presente documento incluem anticorpos "primatizados"
compreendendo sequéncias de ligacdo a antigeno de dominio
varidvel derivadas a partir de um primata ndo humano (por
exemplo, Macaco do Velho Mundo, Simio, etc.) e sequéncias de
regido constante humana. Uma variedade de abordagens para
produzir anticorpos quiméricos foi descrita. Ver, por
exemplo, Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 81:6851,
1985; Takeda et al., Nature 314:452, 1985, Cabilly et al.,
Patente US N° 4,816,567; Boss et al., Patente US N°
4,816,397; Tanaguchi et al., EP 0171496; EP (0173494; e GB
2177096.

[00102] Um anticorpo, construto de anticorpo, fragmento
de anticorpo ou variante de anticorpo também pode ser
modificado por delecdo especifico de epitopos de célula T
humana (um método chamado “desimunizacido”) pelos métodos
divulgados, por exemplo, em WO 98/52976 ou WO 00/34317. Em
suma, os dominios varidveis de cadeia pesada e leve de um
anticorpo podem ser analisados para peptideos gque se ligam
a classe II de MHC; estes peptideos representam epitopos de
célula T em potencial (conforme definido em WO 98/52976 e WO
00/34317). Para a deteccdo de epitopos de célula T em
potencial, uma abordagem de modelagem por computador
denominada “encadeamento de peptideo” pode ser aplicada e,

além disto, um banco de dados de peptideos de ligacdo de

Peticao 870190110647, de 30/10/2019, pag. 66/305



49/260

classe II de MHC humano pode ser pesquisada para motivos
presentes nas sequéncias de VH e VL, conforme descrito em WO
98/52976 e WO 00/34317. Estes motivos se ligam a gqualguer um
dos 18 aldétipos de DR de major classe Il de MHC principais
e, deste modo, constituem epitopos de célula T em potencial.
Epitopos de célula T em potencial detectados podem ser
eliminados substituindo pequenos numeros de residuos de
aminodcido nos dominios varidveis ou, de preferéncia, por
substituicdes de aminocdcido simples. Tipicamente, sdo feitas
substituicdes conservativas. Com frequéncia, mas nao
exclusivamente, um aminodcido comum a uma posicdo nas
sequéncias de anticorpo de linha germinativa humana pode ser
usado. Sequéncias de linha germinativa humana sao
divulgadas, por exemplo, em Tomlinson, et al. (1992) J. MoI.
Biol. 227:776-798; Cook, G.P. et al. (1995) Immunol. Today
Vol. 16 (5): 237-242; e Tomlinson et al. (1995) EMBO J. 14:
14:4628-4638. O diretdério V BASE fornece um diretdrio
abrangente de sequéncias de regiao variavel de
imunoglobulina humana (compilado por Tomlinson, LA. et al.
MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, RU). Estas
sequéncias podem ser usadas como uma fonte de sequéncia
humana, por exemplo, para regides estruturais e CDRs. Regides
estruturais humanas consenso também podem ser usadas, por
exemplo, conforme descrito na Patente US N° 6,300,064.

i. Anticorpos “humanizados”, construtos de anticorpo,
variantes ou fragmentos dos mesmos (como Fv, Fab, Fab’,
F(ab’)2 ou outras subsequéncias de ligacdo a antigeno de
anticorpos) sao anticorpos ou imunoglobulinas de sequéncias
principalmente humanas, que contém (a) sequéncia minima (ou

sequéncias) derivada de imunoglobulina ndo humana. Para a
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maior parte, anticorpos humanizados sao imunoglobulinas
humanas (anticorpo receptor) nas quais residuos de uma regiéo
hipervaridvel (também CDR) do receptor sdo substituidos por
residuos de uma regido hipervaridvel de uma espécie néo
humana (por exemplo, roedor) (anticorpo doador) como
camundongo, rato, hamster ou coelho tendo a especificidade,
afinidade e capacidade desejadas. Em alguns casos, residuos
de regido estrutural (FR) de Fv da imunoglobulina humana sé&o
substituidos por residuos ndo humanos correspondentes.
Adicionalmente, “anticorpos humanizados” conforme usado no
presente documento também podem compreender residuos que nao
sdo encontrados no anticorpo recipiente tampouco no
anticorpo de doador. Estas modificagdes sdo feitas para
refinar e otimizar adicionalmente o desempenho de anticorpo.
O anticorpo humanizado também pode compreender pelo menos
uma porcdo de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),
tipicamente aquela de uma imunoglobulina humana. Para mais
detalhes, ver Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Reichmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); e Presta,
Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

[00103] Anticorpos humanizados ou fragmentos dos mesmos
podem ser gerados substituindo sequéncias do dominio
varidvel de Fv que nado estdo diretamente envolvidos na
ligacdo a antigeno por sequéncias equivalentes de dominios
varidveis de Fv humano. Métodos exemplificativos para gerar
anticorpos humanizados ou seus fragmentos sdo fornecidos por
Morrison (1985) Science 229:1202-1207; por 0Oi et al. (1986)
BioTechniques 4:214; e por US 5,585,089; US 5,693,761l; US
5,693,762; US 5,859,205; e US 6,407,213. Agqueles métodos

incluem isolar, manipular e expressar as sequéncias de acido
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nucleico que codificam a totalidade ou parte de dominios
varidveis de Fv de imunoglobulina de pelo menos uma dentre
uma cadeia pesada ou leve. Tais &cidos nucleicos podem ser
obtidos de um hibridoma produzindo um anticorpo contra alvo
predeterminado, conforme descrito acima, bem como de outras
fontes. O DNA recombinante que codifica a molécula de
anticorpo humanizado pode ser, entd@o, clonado formando um
vetor de expressdo apropriado.

[00104] Anticorpos humanizados também podem ser
produzidos usando animais transgénicos como camundongos gue
expressam genes de cadeia pesada e leve humana, mas sao
incapazes de expressar os genes de cadeila pesada e leve de
imunoglobulina de camundongo enddégeno. Winter descreve um
método de enxerto de CDR exemplificador que pode ser usado
para Dpreparar os anticorpos humanizados descritos no
presente documento (Patente US N° 5,225,539). Todas as CDRs
de um anticorpo humano particular podem ser substituidas por
pelo menos uma porgdo de uma CDR nao humana, ou apenas
algumas das CDRs podem ser substituidas por CDRs ndo humanas.
E apenas necessario substituir o numero de CDRs exigido para
a ligacéo do anticorpo humanizado a um antigeno
predeterminado.

[00105] Um anticorpo humanizado pode ser otimizado pela
introducdo de substituicdes conservativas, substituicdes de
sequéncia consenso, substituicdes de linha germinativa e/ou
retromutacdes. Tais moléculas de imunoglobulina alteradas
podem ser produzidas por qualquer uma de diversas técnicas
conhecidas na arte, (por exemplo, Teng et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA., 80: 7308-7312, 1983; Kozbor et al.,

Immunology Today, 4: 7279, 1983; Olsson et al., Meth.
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Enzymol., 92: 3-16, 1982, e EP 239 400).

[00106] O termo “anticorpo humano”, “construto de
anticorpo humano” e “dominio de ligacdo humano” inclui
anticorpos, construtos de anticorpo e dominios de ligacéo
tendo regides de anticorpo como regides ou dominios varidveis
ou constantes que correspondem substancialmente a sequéncias
de imunoglobulina de linha germinativa humana conhecidas na
técnica, incluindo, por exemplo, agquelas descritas por Kabat
et al. (1991) (loc. cit.). Os anticorpos humanos, construtos
de anticorpo ou dominios de ligacdo da invencdo podem incluir
residuos de aminodcido ndo codificados por sequéncias de
imunoglobulina de linha germinativa humana (por exemplo,
mutacdes introduzidas por mutagénese aleatdria ou lado-—
especifica in vitro ou por mutacdo somatica in vivo), por
exemplo, nas CDRs e, em particular, em CDR3. Os anticorpos
humanos, construtos de anticorpo ou dominios de ligacdo podem
ter pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco ou mais
posicdes substituidas por um residuo de aminodcido que né&o
é codificado pela sequéncia de imunoglobulina de linha
germinativa humana. A definigcdo de anticorpos humanos,
construtos de anticorpo e dominios de ligacdo conforme aqui
usado, no entanto, também contempla "anticorpos totalmente
humanos", qgque incluem apenas sequéncias humanas nao
artificial e/ou geneticamente alteradas de anticorpos visto
gque as mesmas podem ser derivadas usando tecnologias ou
sistemas como o Xenomouse. De preferéncia, um "anticorpo
totalmente humano" ndo inclui residuos de aminocdcidos néao
codificados por sequéncias de imunoglobulina da 1linha
germinativa humana.

[00107] Em algumas modalidades, os construtos de
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anticorpo da invengdo sdo construtos de anticorpo “isolados”
ou “substancialmente puros”. “Isolado” ou “substancialmente
puro” quando usados para descrever os construtos de anticorpo
divulgados no presente documento significa um construto de
anticorpo que foi identificado, separado e/ou recuperado de
um componente de seu ambiente de producdo. De preferéncia,
o construto de anticorpo é livre ou substancialmente livre
de associacdo com todos os outros componentes de seu ambiente
de producao. Componentes contaminantes de seu ambiente de
producdo, como agqueles gque resultam de células transfectadas
recombinantes, sdo materiais que tipicamente interfeririam
no diagnéstico ou usos terapéuticos para o polipeptideo e
podem incluir enzimas, hormbénios e outros solutos
proteindceos ou ndo proteindceos. Os construtos de anticorpo
podem, por exemplo, constituir pelo menos cerca de 5%, ou
pelo menos cerca de 50% em peso da proteina total numa dada
amostra. Compreende—se que a proteina isolada pode
constituir de 5% a 99,9% em peso do teor de proteina total,
dependendo das circunstadncias. O polipeptideo pode ser
produzido a uma concentracdo significativamente maior
através do uso de um promotor induzivel ou promotor de alta
expressdo, de tal modo que seja feito a niveis de
concentracao aumentada. A definicdo inclui a producdo de um
construto de anticorpo numa ampla variedade de organismos
e/ou células hospedeiras que sdo conhecidas na técnica. Em
modalidades preferenciais, o construto de anticorpo seré
purificado (1) a um grau suficiente para obter pelo menos 15
residuos de terminal N ou sequéncia de aminodcido interno
pelo uso de um sequenciador de copo giratdério, ou (2) até

homogeneidade por SDS-PAGE condig¢des ndo redutoras ou
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redutoras usando mancha azul Coomassie ou, de preferéncia,
prata. Normalmente, entretanto, um construto de anticorpo
isolado serd preparado por pelo menos uma etapa de
purificacéao.

[00108] O termo “dominio de ligacdo” caracteriza em
conjunto com a presente invencao um dominio que
(especificamente) se liga a/interage com/ reconhece um dado
epitopo-alvo ou um dado lado-alvo nas moléculas—alvo
(antigenos), por exemplo, CD33 e CD3, respectivamente. A
estrutura e funcdo do primeiro dominio de ligacéo
(reconhecendo, por exemplo, CD33), e de preferéncia também
a estrutura e/ou funcdo do segundo dominio de ligacéo
(reconhecendo CD3), ¢é/sdo Dbaseada(s) na estrutura e/ou
funcdo de um anticorpo, por exemplo, de uma molécula de
imunoglobulina inteira ou de comprimento completo e/ou é/sé&o
desenhada(s) a partir dos dominios de cadeia leve variavel
(VL) de um anticorpo ou cadeia pesada varidvel (VH) ou seu
fragmento. Preferencialmente, o primeiro dominio de ligacéao
é caracterizado pela presenca de trés CDRs de cadeia leve
(isto é, CDR1l, CDR2 e CDR3 da regido VL) e/ou trés CDRs de
cadeia pesada (isto é, CDR1l, CDR2 e CDR3 da regido VH). O
segundo dominio de ligacao, de preferéncia, também
compreende o0s requisitos estruturais minimos de um anticorpo
que permitem a ligacdo—-alvo. Com mais preferéncia, o segundo
dominio de ligacd&o compreende pelo menos trés CDRs de cadeia
leve (isto é, CDR1, CDR2 e CDR3 da regido VL) e/ou trés CDRs
de cadeia pesada (isto é, CDR1l, CDR2 e CDR3 da regid&o VH).
Prevé-se que o primeiro e/ou segundo dominio de ligacédo é
produzido por ou obtenivel por métodos de exibicdo de fago

ou de varredura de biblioteca ao invés de enxertar sequéncias
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de CDR de um anticorpo (monoclonal) pré-existente num
arcabouco.

[00109] De acordo com a presente invencdo, dominios de
ligacdo estédo sob a forma de um ou mais polipeptideos. Tais
polipeptideos podem incluir partes proteindceas e partes nao
proteindceas (por exemplo, ligantes quimicos ou agente de
reticulacéao quimicos como glutaraldeido) . Proteinas
(incluindo fragmentos das mesmas, de preferéncia, fragmentos
biologicamente ativos e peptideos, usualmente tendo menos
que 30 aminoacidos) compreendem dois ou mais aminodcidos
acoplados entre si através de uma ligacdo peptidica covalente
(resultando numa cadeia de aminoéacidos).

[00110] O termo “polipeptideo” conforme usado no presente
documento descreve um grupo de moléculas, qgque geralmente
consistem em mais de 30 aminocdcidos. Polipeptideos podem,
ainda, formar multimeros como dimeros, trimeros e oligdbmeros
superiores, isto é, consistindo em mais de uma molécula de
polipeptideo. Moléculas de ©polipeptideo formando tais
dimeros, trimeros, etc. podem ser idénticas ou ndo idénticas.
As estruturas de ordem maior correspondentes de tais
multimeros sao, consequentemente, denominadas homo ou
heterodimeros, homo ou heterotrimeros, etc. Um exemplo para
um heteromultimero é uma molécula de anticorpo, gque, em sua
forma de ocorréncia natural, consiste em duas cadeias de
polipeptideo leve idénticas e duas cadeias de polipeptideo
pesado idénticas. Os termos “peptideo”, “polipeptideo” e
“proteina” também se referem a
peptideos/polipeptideos/proteinas naturalmente modificados,
em que a modificacdo ¢é efetuada, por exemplo, por

modificacdes pés—translacionais como glicosilacéo,
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acetilacéao, fosforilacao e similares. Um “peptideo”,
“polipeptideo” ou “proteina” quando referido no presente
documento também pode ser gquimicamente modificado como
peguilado. Tais modificacgdes sd&o bem conhecidas na técnica
e descritas no presente documento abaixo.

[00111] De preferéncia, o dominio de ligacdo que se liga
ao antigeno da superficie da célula alvo e/ou o dominio de
ligacdo que se liga a CD3¢ ¢é dominio de 1ligac&o humano.
Anticorpos e construtos de anticorpo compreendendo pelo
menos um dominio de ligacdo humano evitam alguns dos
problemas associados a anticorpos ou construtos de anticorpo
que possuem regides varidveis e/ou constantes ndo humanas
como roedor (por exemplo, murino, rato, hamster ou coelho).
A presenca de tais proteinas derivadas de roedor pode levar
a absorcdo radpida dos anticorpos ou construtos de anticorpo
ou pode levar a geracdo de uma imunorresposta contra o
anticorpo ou construto de anticorpo por um paciente. A fim
de evitar o uso de anticorpos ou construtos de anticorpo
derivados de roedor, anticorpos/construtos de anticorpo
humanos ou totalmente humanos podem ser gerados através da
introducdo de funcdo de anticorpo humano num roedor de modo
qgue o roedor produza anticorpos totalmente humanos.

[00112] A capacidade de clonar e reconstruir loci humanos
com tamanho de megabase em YACs e de introduzir os mesmos na
linha germinativa de camundongo fornece uma potente
abordagem para elucidar os componentes funcionais de loci
muito grandes ou grosseiramente mapeado bem como gerar
modelos Uteis de doenca humana. Ademais, o uso de tal
tecnologia para substituicdo de loci de camundongo por seus

equivalentes humanos forneceria intuicdes exclusivas na
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expressao e regulacao de produtos de gene humano durante
desenvolvimento, sua comunicacdo com outros sistemas e seu
envolvimento na inducdo e progressdao de doenca.

[00113] Uma aplicacao pratica importante de tal
estratégia é a “humanizacdo” do sistema de imunidade humoral
de camundongo. A introducdo de loci de imunoglobulina humana
(Ig) em camundongos nos quais os genes de Ig enddgeno foram
inativados oferece a oportunidade de estudar os mecanismos
basicos para expressdo programada e conjunto de anticorpos
bem como seu papel no desenvolvimento de célula B. Ademais,
tal estratégia forneceria uma fonte ideal para a producdo de
anticorpos monoclonais totalmente humanos (mAbs) - um marco
importante para o cumprimento da promessa de terapia de
anticorpo em doenca humana. Espera-se que anticorpos ou
construtos de anticorpo totalmente humanos minimizem as
respostas alérgica e imunogénica intrinsecas a mAbs
derivadas de camundongo ou camundongo e, deste modo, aumentem
a eficdcia e a seguranca dos anticorpos/construtos de
anticorpo administrados. Pode-se esperar que o uso de
anticorpos ou construtos de anticorpo totalmente humanos
forneca uma vantagem substancial no tratamento de doencas
humanas crbnicas e recorrentes, como inflamacéao,
autoimunidade e cé&ncer, gque exigem administracdes repetidas
de composto.

[00114] Uma abordagem para este objetivo era modificar
cepas de camundongo deficientes em producdo de anticorpo de
camundongo com grandes fragmentos dos loci de Ig humano na
expectativa de que tais camundongos produziriam um grande
repertdério de anticorpos humanos na auséncia de anticorpos

de camundongo. Grandes fragmentos de Ig humano preservariam
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a grande diversidade de gene varidvel bem como a regulacéo
apropriada de producdo e expressdo de anticorpo. Explorando
o maquindrio de camundongo para diversificacdo e selecdo de
anticorpo e a caréncia de toleradncia imunoldgica a proteinas
humanas, o repertdério de anticorpo humano reproduzido nestas
cepas de camundongo renderia anticorpos de alta afinidade
contra qualquer antigeno de interesse, incluindo antigenos
humanos. Usando tecnologia de hibridoma, mAbs humanos
especificos de antigeno com a especificidade desejada
poderiam ser prontamente produzidos e selecionados. Esta
estratégia geral foi demonstrada em conjunto com a geracao
das primeiras cepas de camundongo XenoMouse (consulte Green
et al. Nature Genetics 7:13-21 (1994)). As cepas de XenoMouse
foram modificadas com cromossomas artificiais de levedura
(YACs) contendo fragmentos de configuragcdo de linha
germinativa com 245 kb e 190 kb de tamanho do locus de cadeia
pesada humana e locus de cadeia leve kappa, respectivamente,
que continha sequéncias de regido varidvel e constante de
nucleo. As YACs contendo Ig humana se provaram compativeis
com o sistema de camundongo tanto para redisposicdo como
expressdo de anticorpos e foram capazes de substituir os
genes de Ig de camundongo inativados. Isto foi demonstrado
por sua capacidade de induzir desenvolvimento de célula B,
de produzir repertdério humano tipo adulto de anticorpos
totalmente humanos, e de gerar mAbs humanos especificos de
antigeno. Estes resultados também sugeriram que a introducédo
de maiores porgdes dos loci de Ig humano contendo numeros
maiores de genes V, elementos reguladores adicionais e
regides constantes de Ig humano podem recapitular

substancialmente todo o repertdério que é caracteristico da
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resposta humoral humana a infeccdo e imunizacdo. O trabalho
de Green et al. foli recentemente estendido a introducdo de
mais de aproximadamente 80% do repertdrio de anticorpo humano
através da introducdo de fragmentos de YAC de configuracéo
de linha germinativa com tamanho de megabase dos loci de
cadeia pesada humana e loci de cadeia 1leve kappa,
respectivamente. Ver Mendez et al. Nature Genetics 15:146-
156 (1997) e pedido de patente US N° 08/759,620.

[00115] A producao dos camundongos XenoMouse é
adicionalmente discutida e delineada nos pedidos de patente
Uus N° 07/466,008, 07/610,515, 07/919,297, 07/922,649,
08,/031,801, 08/112,848, 08/234,145, 08/376,279, 08/430,938,
08/464,584, 08/464,582, 08/463,191, 08/462,837, 08/486,853,
08/486,857, 08/486,859, 08/462,513, 08/724,752 e 08/759,620;
e Patente US N° 6,162,963; 6,150,584; o6,114,598; 6,075,181,
e 5,939,598 e Patentes JP N° 3 068 180 B2, 3 068 506 B2, e
3 068 507 B2. Ver também Mendez et al. Nature Genetics
15:146-156 (1997) e Green and Jakobovits J. Exp. Med.
188:483-495 (1998), EP O 463 151 Bl, WO 94/02602, WO
96/34096, WO 98/24893, WO 00/76310 e WO 03/47336.

[00116] Em uma abordagem alternativa, outros, incluindo
GenPharm International, Inc., utilizaram uma abordagem de
“minilocus”. Na abordagem de minilocus, um locus de Ig
exdégeno é simulado através da inclusdo de pedacos (genes
individuais) do locus de Ig. Deste modo, um ou mais genes de
VH, um ou mais genes de DH, um ou mais genes de JH, uma
regido constante de mu, e uma segunda regido constante (de
preferéncia, uma regido constante gama) sdao formados num
construto para insercdo num animal. Esta abordagem é descrita

na Patente US N° 5,545,807 por Surani et al. e Pat US. N°
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5,545,806; 5,625,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016;
5,770,429; 5,789,650; 5,814,318; 5,877,397; 5,874,299; e
6,255,458 cada uma por Lonberg e Kay, Pat. US N° 5,591,669
e 6,023.010 por Krimpenfort e Berns, Pat. US N° 5,612,205;
5,721,367; e 5,789,215 por Berns et al., e Pat. US N°
5,643,763 por Choi e Dunn, e pedidos de patente da GenPharm
International US N° 07/574,748, N° 07/575,962, Ne°
07/810,279, N° 07/853,408, N° 07/904,068, ©N° 07/990,860,
N°e 08/053,131, N°e 08/096,762, N° 08/155,301, Ne°
08/161,739, N° 08/165,699, N° 08/209,741. Ver também EP 0
546 073 B1l, WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO
92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436,
WO 97/13852 e WO 98/24884 e Patente US N° 5,981,175. Ver
ainda Taylor et al. (1992), Chen et al. (1993), Tuaillon et
al. (1993), Choi et al. (1993), Lonberg et al. (1994), Taylor
et al. (1994), e Tuaillon et al. (1995), Fishwild et al.
(1996) .

[00117] Kirin também demonstrou a geracdo de anticorpos
humanos de camundongos em que, através de fusdo microcelular,
grandes pedagcos de cromossomos, OuU cromossomos inteiros,
foram introduzidos. Consulte os Pedidos de Patente EP N° 773
288 e 843 961. Xenerex Biosciences estd desenvolvendo uma
tecnologia para a geracdo potencial de anticorpos humanos.
Nesta tecnologia, camundongos SCID sdo reconstituidos com
células linfaticas humanas, por exemplo, células B e/ou T.
Os camundongos sdo, entdo, imunizados com um antigeno e podem
gerar uma imunorresposta contra o antigeno. Consulte as
Patentes US N° 5,476,996; 5,698,767; e 5,958,765.

[00118] As respostas de anticorpo anticamundongo humano

(HAMA) conduziram a industria ao preparo de anticorpos
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quiméricos ou anticorpos de outro modo humanizados. Espera-—
se, entretanto, que certas respostas de anticorpo
antiquimérico humano (HACA) sejam observadas,
particularmente em utilizacgdes crdnicas ou de multiplas
doses do anticorpo. Deste modo, seria desejavel fornecer
construtos de anticorpo compreendendo um dominio de ligacéo
humano contra antigeno da superficie da célula alvo e um
dominio de ligacdo humano contra CD3e a fim de invalidar

preocupacdes e/ou efeitos de resposta de HAMA ou HACA.

[00119] Os termos “(especificamente) se liga a”,
(especificamente) reconhece", “é (especificamente)
direcionado para” e “(especificamente) reage com”

significam, de acordo com esta invencdo, que um dominio de
ligacd@o interage ou especificamente interage com um dado
epitopo ou um dado lado—-alvo nas moléculas—-alvo (antigenos),
agqui: antigeno da superficie da célula alvo e CD3g,
respectivamente.

[00120] O termo “epitopo” se refere a um lado num
antigeno ao qual um dominio de ligacdo, tal como um anticorpo
ou imunoglobulina, ou um derivado, fragmento ou variante de
um anticorpo ou uma imunoglobulina, especificamente se liga.
Um “epitopo” é antigénico e, deste modo, o termo epitopo &,
as vezes, também chamado no presente documento de “estrutura
antigénica” ou “determinante antigénico”. Deste modo, o
dominio de ligacdo ¢ um “lado de interacdo de antigeno”.
Também é entendido que a referida ligacdo/interacdo define
um “reconhecimento especifico”.

i. “Epitopos” podem ser formados por aminoacidos
contiguos ou ndo contiguos Jjustapostos pela dobra tercidria

de uma proteina. Um “epitopo linear” é um epitopo em gque uma
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sequéncia primdria de aminodcidos compreende o epitopo
reconhecido. Um epitopo linear tipicamente inclui pelo menos
3 ou pelo menos 4, e mais usualmente, pelo menos 5 ou pelo
menos 6 ou pelo menos 7, por exemplo, cerca de 8 a cerca de
10 aminocd&cidos numa sequéncia exclusiva.

[00121] Um “epitopo conformacional”, ao contrdrio de um
epitopo linear, é um epitopo em que a sequéncia primdria dos
aminodcidos compreendendo o epitopo ndo é o unico componente
definidor epitopo reconhecido (por exemplo, um epitopo em
gue a sequéncia primadria de aminodcidos ndo é necessariamente
reconhecida pelo dominio de 1ligac&o). Tipicamente, um
epitopo conformacional compreende um numero aumentado de
aminodcidos em relacdo a um epitopo linear. Em relacdo ao
reconhecimento de epitopos conformacionais, o dominio de
ligacdo reconhece uma estrutura tridimensional do antigeno,
de preferéncia, um peptideo ou proteina ou fragmento do mesmo
(no contexto da presente invencdao, a estrutura antigénica
para um dos dominios de ligacdo estd compreendida dentro da
proteina do antigeno da superficie da célula alvo). Por
exemplo, quando uma molécula de proteina se dobra para formar
uma estrutura tridimensional, certos aminocacidos e/ou a
estrutura principal de polipeptideo formando o epitopo
conformacional se tornam Jjustapostos, permitindo que o
anticorpo reconheca o epitopo. Métodos de determinacdo da
conformacédo de epitopos incluem, sem limitacéo,
cristalografia de raios X, espectroscopia por ressondncia
magnética nuclear bidimensional (2D-NMR) e espectroscopia
por etiquetagem giratdria sitio-direcionada e por
ressondncia paramagnética eletrdnica (EPR).

[00122] Um método para mapeamento de epitopo € descrito
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a seguir: Quando uma regido (uma extensdo de aminodcido
contiguo) na proteina do antigeno da superficie da célula
alvo humana é trocada/substituida por sua regiédo
correspondente de um antigeno da superficie da célula alvo
ndo humano ou ndo primata (por exemplo, antigeno da
superficie da célula alvo de camundongo, mas outros como
galinha, rato, hamster, coelho, etc. também podem ser
concebiveis), é esperada a ocorréncia de uma diminuicd&o na
ligacdo do dominio de ligacédo, exceto se o dominio de ligacéao
for de reacdo cruzada para o antigeno da superficie da célula
alvo ndo humano, ndo primata usado. A referida diminuicao é,
de preferéncia, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40% ou 50%; com
mais preferéncia pelo menos 60%, 70% ou 80%, e com maxima
preferéncia 90%, 95% ou mesmo 100% em comparacdo com a
ligacdo com a respectiva regido na proteina de antigeno da
superficie da célula alvo humana, em que a ligacdo a
respectiva regido na proteina de antigeno da superficie da
célula alvo humana é definida em 100%. E previsto que as
quimeras de antigeno da superficie da célula alvo humano/
antigeno da superficie da célula alvo ndo humano mencionadas
acima sdo expressas em células de CHO. E previsto também que
as quimeras de antigeno da superficie da célula alvo
humano/antigeno da superficie da célula alvo ndo humano sio
fundidas com um dominio transmembranar e/ou dominio
citopldsmico de uma proteina ligada a membrana diferente
como EpCAM.

[00123] Em um método alternativo ou adicional para
mapeamento de epitopo, diversas versdes truncadas do dominio
extracelular de antigeno da superficie da célula alvo humano

podem ser geradas a fim de determinar uma regido especifica
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que é reconhecida por um dominio de ligacdo. Nestas versdes
truncadas, os diferentes dominios/subdominios ou regides de
antigeno da superficie da célula alvo extracelular sé&o
deletados gradualmente, iniciando do terminal N. E previsto
que as versdes de antigeno da superficie da célula alvo
truncadas podem ser expressas em células de CHO. E previsto
também que as versdes de antigeno da superficie da célula
alvo truncadas podem ser fundidas com um dominio
transmembranar e/ou dominio citoplasmdtico de uma proteina
ligada & membrana diferente como EpCAM. E previsto também
que as versdes de antigeno da superficie da célula alvo
truncadas abrangem um dominio de peptideo de sinalizacdo em
seus N-terminais, por exemplo, um peptideo de sinalizacéao
derivado de peptideo de sinalizacdo de cadeia pesada de IgG
de camundongo. E adicionalmente previsto que as versdes de
antigeno da superficie da célula alvo truncadas abranjam um
dominio v5 sem seus N-terminais (seguindo o peptideo de
sinalizagdo) o que permite verificar sua expressdao correta
na superficie de célula. E esperada a ocorréncia de uma
diminuicdo ou uma perda ligacdo com quais versdes de antigeno
da superficie da célula alvo truncadas gque ndo abrangem
nenhuma outra regido de antigeno da superficie da célula
alvo que é reconhecida pelo dominio de ligacdo. A diminuicéo
da ligacédo é, de preferéncia, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%; com mais preferéncia, pelo menos 60%, 70%, 80%, e com
maxima preferéncia, 90%, 95% ou mesmo 100%, em que a ligacéo
a totalidade da proteina de antigeno da superficie da célula
alvo humana (ou sua regido ou dominio extracelular) &
ajustada em 100.

[00124] Um método adicional para determinar a
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contribuicdo de um residuo especifico de um antigeno da
superficie da célula alvo para o reconhecimento por um
construto de anticorpo ou dominio de ligacdo é varredura de
alanina (ver por exemplo, Morrison KL & Weiss GA. Cur Opin
Chem Biol. Jun 2001;5(3):302-7), em que cada residuo a ser
analisado é substituido por alanina, por exemplo, através de
mutagénese sitio-direcionada. A alanina é usada devido a seu
grupo funcional metila quimicamente inerte ndo volumoso gue,
todavia, imita as referéncias de estrutura secunddria que
muitos dos outros aminodcidos possuem. As vezes, aminoacidos
volumosos como valina ou leucina podem ser usados em Casos
em qgque a conservagcdo do tamanho de residuos mutados é
desejada. A varredura de alanina é uma tecnologia madura que
foi usada por um longo periodo de tempo.

[00125] A interacdo entre o dominio de 1ligacdo e o
epitopo ou a regido gque compreende o epitopo implica gque um
dominio de ligacdo apresenta afinidade aprecidvel para o
epitopo / a regido que compreende o epitopo de uma proteina
ou antigeno particular (agui: antigeno de superficie da
célula alvo e C(CD3, respectivamente) e, geralmente, néo
apresenta reatividade significativa com proteinas ou outros
antigenos do que o antigeno da superficie da célula alvo ou
CD3. “Afinidade aprecidvel” inclui ligac&o com uma afinidade
de cerca de 10 M (KD) ou mais forte. De preferéncia, a
ligacdo ¢é considerada especifica quando a afinidade de
ligacdao é de cerca de 10712 a 108& M, 1012 & 10?2 M, 1012 a
10710 M, 101l 3 108 M, de preferéncia de cerca de 101l a 10
° M. Se um dominio de ligacdo especificamente reage com ou
se liga a um alvo pode ser testado prontamente, inter alia,

comparando a reacdo do referido dominio de ligacdo com uma
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proteina ou antigeno—-alvo com a reacdo do referido dominio
de ligacdo com proteinas ou antigenos além de antigeno da
superficie da célula alvo ou CD3. De preferéncia, um dominio
de ligacéo da invencdao nao se liga essencial ou
substancialmente a proteinas ou antigenos além de antigeno
da superficie da célula alvo ou CD3 (isto é, o primeiro
dominio de ligacdo ndo é capaz de se ligar a proteinas além
de antigeno da superficie da célula alvo e o segundo dominio
de ligacdo ndo é capaz de se ligar a proteinas além de CD3).
E uma caracteristica prevista dos construtos de anticorpo,
de acordo com a presente invencdo, ter caracteristicas de
afinidade superiores em comparagdo com outros formatos de
HLE. Tal afinidade superior, em consequéncia, sugere uma
meia-vida prolongada in vivo. A meia-vida mais longa dos
construtos de anticorpo de acordo com a presente invencao
pode reduzir a duracdo e a frequéncia da administracédo, o
que tipicamente contribui para uma melhor condig¢do do
paciente. Isto é de particular importdncia, uma vez gque oOs
construtos de anticorpo da presente invencao sdo
particularmente benéficas para pacientes com cancro
altamente enfraquecidos ou mesmo multimérbidos.

[00126] O termo “ndo se liga essencial/substancialmente”
ou “ndo é capaz de ligacdo” significa que um dominio de
ligacdo da presente invencdo nd&o se liga a uma proteina ou
antigeno além de antigeno da superficie da célula alvo ou
CD3, 1isto ¢, nado mostra reatividade maior que 30%, de
preferéncia, ndo maior que 20%, com mais preferéncia nao
maior que 10%, particularmente, de preferéncia, nao maior
que 9%, 8%, 7%, 6% ou 5% com proteinas ou antigenos além de

antigeno da superficie da célula alvo ou CD3, em que a
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ligacdo a antigeno da superficie da célula alvo ou CD3,
respectivamente, é definida como 100%.

[00127] Acredita-se que a ligacdo especifica seja
efetuada por motivos especificos na sequéncia de aminoacidos
do dominio de ligacdo e do antigeno. Deste modo, a ligacéo
é alcancada como um resultado de sua estrutura primaria,
secundaria e/ou tercidria bem como o resultado de
modificacdes secundarias das referidas estruturas. A
interacdo especifica do lado de interacdo de antigeno com
seu antigeno especifico pode resultar numa ligacdo simples
do referido lado ao antigeno. Ademais, a interacédo especifica
do lado de interacdo de antigeno com seu antigeno especifico
pode alternativa ou adicionalmente resultar na iniciacgdo de
um sinal, por exemplo, devido a inducdo de uma mudanca da
conformacdo do antigeno, uma oligomerizacdo do antigeno,
etc.

[00128] O termo "varidvel" refere-se as porcgcdes do
anticorpo ou dominios de imunoglobulina que apresentam uma
variabilidade na sua sequéncia e que estdo envolvidos na
determinacdo da especificidade e da afinidade de ligacao de
um anticorpo em particular (isto é, o(s) "dominio(s)
variavel(is)"). O emparelhamento de uma cadeia pesada
variavel (VH) e uma cadeia leve varidvel (VL) Jjuntas forma
um lado de ligacd&o a antigeno unico.

[00129] A variabilidade ndo é uniformemente distribuida
ao longo dos dominios varidveis de anticorpos; é concentrada
em subdominios de cada uma dentre as regides varidveis de
cadeia pesada e leve. Estes subdominios sdo chamados de
“regides hipervariadveis” ou “regides determinantes de

complementaridade” (CDRs). As porgdes mais conservadas (isto
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é, ndo hipervariaveis) dos dominios varidveis sdo chamadas
de regides “estruturais” (FRM ou FR) e fornecem um arcabougo
para as seis CDRs no espaco tridimensional para formar uma
superficie de ligacdo a antigeno. Os dominios varidveis de
cadeias pesada e leve de ocorréncia natural compreendem,
cada um, quatro regides FRM (FR1l, FR2, FR3 e FR4), amplamente
adotando uma configuracdo de [-lamina, conectada por trés
regides hipervaridveis, que formam lacos conectando e, em
alguns casos, fazendo parte, da estrutura de B-lé&dmina. As
regides hipervaridveis em cada cadeia s&o mantidas juntas em
proximidade adjacente pela FRM e, com as regides
hipervaridveis da outra cadeia, contribuem para a formacéo
do lado de ligacdo a antigeno (ver Kabat et al., loc. cit.).

[00130] Os termos “CDR”, e seu plural “CDRs”, se referem
a regido determinante de complementaridade da qual trés
constituem o cardter ligante de uma regido variadvel de cadeia
leve (CDR-L1, CDR-1L2 e CDR-L3) e trés constituem o caréater
ligante de uma regido varidvel de cadeia pesada (CDR-H1,
CDR-H2 e CDR-H3). CDRs contém a maioria dos residuos
responsdveis por interacdes especificas do anticorpo com o
antigeno e, dai, contribuem para a atividade funcional de
uma molécula de anticorpo: as mesmas sdo o0s principais
determinantes de especificidade de antigeno.

[00131] Os exatos e comprimentos e limites de CDR
definidores sdo submetidos a sistemas de clarificacdo e
numeracdao diferentes. CDRs podem, portanto, ser referidas
por Kabat, Chothia, contato ou gualguer outra definicdes de
limite, incluindo o sistema de numeracdo descrito no presente
documento. Apesar dos diferentes limites, cada um desses

sistemas tem algum grau de sobreposicdo no que constitui as
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chamadas "regides hipervaridveis" dentro das sequéncias
varidveis. Definigbes de CDR de acordo com estes sistemas
podem, portanto, diferir em comprimento e &dreas de limite em
relacdo a regido estrutural adjacente. Ver, por exemplo,
Kabat (uma abordagem baseada em variabilidade de sequéncia
entre espécies), Chothia (uma abordagem baseada em estudos
cristalograficos de complexos de antigeno—-anticorpo) e/ou
MacCallum (Kabat et al., loc. cit.; Chothia et al., J. MoI.
Biol, 1987, 196: 901-917; e MacCallum et al., J. MoI. Biol,
1996, 262: 732). Ainda outro padrd@o para caracterizar o lado
de ligacdo a antigeno é a definicdo de AbM usada pelo
software de modelagem de anticorpo AbM da Oxford Molecular.
Ver, por exemplo, Protein Sequence and Structure Analysis of
Antibody Variable Domains. Em: Antibody Engineering Lab
Manual (Ed.: Duebel, S. e Kontermann, R., Springer-Verlag,
Heidelberg) . Na medida em que duas técnicas de identificacéo
de residuo definem regides de sobreposicdo, mas ndo regides
idénticas, as mesmas podem ser combinadas para definir uma
CDR hibrida. Entretanto, a numeracdo de acordo com O
denominado sistema de Kabat é preferencial.

[00132] Tipicamente, CDRs formam uma estrutura de laco
que pode ser classificada como uma estrutura candnica. O
termo "estrutura candnica" refere-se a conformacdo da cadeia
principal que é adotada pelos loops de ligacdo ao antigeno
(CDR). A partir de estudos estruturais comparativos, foi
constatado que cinco dos seis lacos de ligacdo a antigeno
tém apenas um limitado repertdédrio de conformacgdes
disponiveis. Cada estrutura candnica pode ser caracterizada
pelos dngulos de torcdo da estrutura principal de

polipeptideo. Lacos correspondentes entre anticorpos podem,
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portanto, ter muito similar estruturas tridimensionais,
apesar de alta variabilidade de sequéncia de aminodcidos na
maioria das partes dos lacos (Chothia e Lesk, J. MoI. Biol.,
1987, 196: 901; Chothia et al., Nature (1989) 342: 877;
Martin e Thornton, J. MoI. Biol, 1996, 263: 800). Ademais,
existe uma relacdo entre a estrutura de laco adotada e das
sequéncias de aminodcidos circundando a mesma. A conformacio
de wuma classe candnica particular ¢é determinada pelo
comprimento do laco e pelos residuos de aminodcido residindo
em posicgdes—chave no laco, bem como na estrutura conservada
(isto é, fora do lacgo). A atribuicdo a uma classe candnica
particular pode, portanto, ser feita com base na presenca
destes residuos—-chave de aminoéacido.

[00133] O termo “estrutura candnica” também pode incluir
consideracgdes em relacdo a sequéncia linear do anticorpo,
por exemplo, conforme catalogado por Kabat (Kabat et al.,
loc. cit.). O esqguema (sistema) de numeracdo de Kabat & um
padrdo amplamente adotado para numerar os residuos de
aminodcido de um dominio wvaridvel de anticorpo de maneira
consistente e é o esquema preferencial aplicado na presente
invencdo conforme também mencionado em outro lugar no
presente documento. Consideracgdes estruturais adicionais
também podem ser usadas para determinar a estrutura candnica
de um anticorpo. Por exemplo, aquelas diferencas néao
totalmente refletidas pela numeracdo de Kabat podem ser
descritas pelo sistema de numeracdo de Chothia et al. e/ou
reveladas por outras técnicas, por exemplo, cristalografia
e modelagem computacional bio ou tridimensional.
Consequentemente, uma dada sequéncia de anticorpos pode ser

colocada numa classe candnica que permite, dentre outras
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coisas, identificar sequéncias de chassi apropriadas (por
exemplo, com base num desejado de incluir uma variedade de
estruturas candnicas numa biblioteca). A numeracdo de Kabat
de sequéncias de aminodcidos de anticorpo e consideracdes
estruturais conforme descrito por Chothia et al., loc. cit.
e suas 1implicacdes para interpretar aspectos candnicos de
estrutura de anticorpo, sao descritos na literatura. As
estruturas de subunidade e configuracdes tridimensionais de
diferentes classes de imunoglobulinas sdao bem conhecidas na
técnica. Para uma andlise da estrutura de anticorpo, ver
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, eds. Harlow et al., 1988.

[00134] A CDR3 da cadeia leve e, particularmente, a CDR3
da cadeia pesada podem constituir os determinantes mais
importantes na ligacdo a antigeno nas regides varidveis de
cadeia leve e pesada. Em alguns construtos de anticorpo, a
CDR3 de cadeia pesada parece constituir a principal &rea de
contato entre o antigeno e o anticorpo. Esquemas de selecéo
in vitro em que CDR3 sozinha é variada podem ser usados para
variar as propriedades de ligacdo de um anticorpo ou
determinar quais residuos contribuem para a ligacdo de um
antigeno. Dai, CDR3 ¢é tipicamente a maior fonte de
diversidade molecular no lado de ligacd&o de anticorpo. H3,
por exemplo, pode ser t&o curto gquanto dois residuos de
aminodcido ou maior que 26 amino&cidos.

[00135] Em uma imunoglobulina ou anticorpo de comprimento
total cléssico, cada cadeia leve (L) é ligada a uma cadeia
pesada (H) por uma ligacd&o de dissulfeto covalente, enquanto
as duas cadeias H sdo ligadas entre si por uma ou mais

ligacdes de dissulfeto dependendo do isdétipo de cadeia H. O
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dominio de CH mais prdéximo a VH é usualmente designado como
CHl1. Os dominios constantes (“C”) ndo estdo diretamente
envolvidos na ligacdo ao antigeno, mas exibem varias funcdes
efetoras, tal como, citotoxicidade mediada por células
dependentes de anticorpos e da ativacdo de complemento. A
regido Fc de um anticorpo estd compreendida nos dominios
constantes da cadeia pesada e é, por exemplo, capaz de
interagir com os receptores Fc localizados na superficie
celular.

[00136] A sequéncia de genes de anticorpo apds montagem
e mutacdo somatica ¢ altamente variada, e estes genes
variados s&o estimados codificando 10!° diferentes moléculas
de anticorpo (Immunoglobulin Genes, 22 ed., eds. Jonio et
al., Academic Press, San Diego, CA, 1995). Consequentemente,
o0 sistema imune fornece um repertdrio de imunoglobulinas. O
termo “repertdério” se refere a pelo menos uma sequéncia de
nucleotideos derivada total ou parcialmente de pelo menos
uma sequéncia que codifica pelo menos uma imunoglobulina. A
sequéncia (ou seguéncias) pode ser gerada pela redisposicéao
in vivo dos segmentos V, D e J de cadeias pesadas, e dos
segmentos V e J de cadeias leves. Alternativamente, a
sequéncia (ou sequéncias) pode ser gerada de uma célula em
resposta & ocorréncia da redisposicgéo, por exemplo,
estimulacéo in vitro. Alternativamente, parte ou a
totalidade da sequéncia (ou sequéncias) pode ser obtida por
splicing de DNA, sintese de nucleotideo, mutagénese e outros
métodos, consulte, por exemplo, a Patente US N° 5,565,332.
Um repertdério pode incluir apenas uma sequéncia ou pode
incluir uma pluralidade de sequéncias, incluindo aquelas

numa colecdo geneticamente diversa.
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[00137] O termo "porcdo Fc" ou "monbmero Fc" significa,
em conexdo com esta invencdo, um polipeptideo compreendendo
pelo menos um dominio com a funcdo de um dominio CH2 e pelo
menos um dominio com a funcdo de um dominio CH3 de uma
molécula de imunoglobulina. Como é evidente a partir do termo
"monémero Fc", o polipeptideo compreendendo esses dominios
CH é um "mondmero polipeptidico”. Um mondémero Fc pode ser um
polipeptideo que compreende pelo menos um fragmento da regido
constante de uma imunoglobulina excluindo o primeiro dominio
da regido constante de imunoglobulina de cadeia pesada (CH1l),
mas mantendo pelo menos uma parte funcional de um dominio
CH2 e um elemento funcional de um dominio CH3, em que o
dominio CH2 ¢é amino terminal para o dominio CH3. Em um
aspecto preferido da presente definigdo, um mondmero Fc pode
ser uma regido constante de polipeptideo compreendendo uma
porcdo da regido de Ig-Fc dobradica, uma regido CH2 e uma
regido CH3 em que a regido de dobradica é um grupo amino
terminal para o dominio CH2. Estd previsto que a regido de
dobradica da presente invencdo promova a dimerizacao. Tais
moléculas de polipeptideo Fc podem ser obtidas por digestéo
com papaina de uma regi&do de imunoglobulina (resultando
evidentemente em um dimero de dois polipeptideos Fc), por
exemplo e nao limitando. Em outro aspecto desta definicgao,
um mondmero Fc pode ser uma regido polipeptidica
compreendendo uma porcdo de uma regido CH2 e uma regido CH3.
Tais moléculas polipeptidicas Fc podem ser obtidas por
digestdo com pepsina de uma molécula de imunoglobulina, por
exemplo e ndo limitando. Em uma modalidades, a sequéncia
polipeptidica de um mondémero de Fc ¢é substancialmente

semelhante a uma sequéncia polipeptidica Fc de: uma regido
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Fc de IgGi, uma regido Fc de IgGy;, uma regido Fc de IgGs, uma
regido Fc de IgGs, uma regido Fc de IgM, uma regido Fc de
IgA, uma regido Fc de IgD e uma regido Fc de IgE. (Ver, por
exemplo, Padlan, Molecular Immunology, 31(3), 169-217
(1993)) . Porque existe alguma variacao entre
imunoglobulinas, e apenas para clareza, o mondmero Fc refere-
se aos dois ultimos dominios de imunoglobulina da regido
constante da cadeia pesada de IgA, IgD e IgG, e os trés
ultimos dominios de imunoglobulina da regido constante da
cadeia pesada de IgE e IgM. Como mencionado, o mondmero Fc
também pode incluir o terminal N da dobradica flexivel para
estes dominios. Para IgA e IgM, o mondmero Fc pode incluir
a cadeia J. Para IgG, a porcdo Fc compreende os dominios de
imunoglobulina CH2 e CH3 e a dobradigca entre os dois
primeiros dominios e CH2. Embora os limites da porcgédo Fc
possam variar, um exemplo para uma porcdo Fc da cadeia pesada
de IgG humana compreendendo uma dobradigca funcional, os
dominios CH2 e CH3 podem ser definidos, por exemplo,
compreendem os residuos D231 (do dominio de charneira -
correspondendo a D234 na Tabela 1 abaixo)) a P476,
respectivamente L476 (para IgGs) do terminal carboxilo do
dominio CH3, em que a numeracdo €& de acordo com Kabat. As
duas porcdes de Fc ou de mondmeros de Fc, gque estdo fundidos
uns com o0s outros através de um ligante peptidico, definem
o terceiro dominio do construto de anticorpo da invencao,
que também pode ser definido como dominio scFC.

[00138] Em uma modalidade da invencdo prevé-se qgque um
dominio scFC, como aqui revelado, respectivamente, os
mondmeros de Fc fundidos um com o outro s&o constituidos

apenas no terceiro dominio do construto de anticorpos.
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[00139] De acordo com a presente invencdo, uma regido de
dobradigca de IgG pode ser identificada ©por analogia
utilizando a numeracdo de Kabat como apresentada na Tabela
1. Em conformidade com o acima exposto, prevé-se gque um
dominio/ regido de dobradica da presente invencdo compreende
os residuos de aminodcidos correspondentes para a extenséo
da sequéncia IgG: de D234 a P243 de acordo com a numeracgao
de Kabat. Do mesmo modo, € considerado que um dominio /
regido de dobradica da presente invencd@o compreende ou
consiste na sequéncia de dobradiga de IgGl DKTHTCPPCP (SEQ
ID NO: 1449) (correspondente a extensdao D234 a P243 como
mostrado na Tabela 1 abaixo — s&o também previstas variacdes
da dita sequéncia desde que a regido de dobradica ainda
promova a dimerizacd&o). Em uma modalidade preferida da
invencdo, o sitio de glicosilacd&o na posicdo 314 de Kabat
dos dominios CH2 do terceiro dominio do construto de
anticorpo é removido por uma substituicdo N314X, em gque X é
qualquer aminodcido com excecgdo de Q. A referida substituicéo
é de preferéncia uma substituicdo N314G. Em uma modalidade
mais preferida, o referido dominio CH2 compreende,
adicionalmente, as seguintes substituicdes (posicdo de
acordo com Kabat) V321C e R309C (estas substituicdes
introduzem a ponte de dissulfureto de cisteina de dominio
intra em Kabat posicdes 309 e 321).

[00140] Estd também previsto que o terceiro dominio do
construto de anticorpo da invencdo compreende ou consiste em
uma ordem amino a carboxilo: DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 1449)
(ou seja, dobradica) -CH2-CH3-ligante— DKTHTCPPCP (SEQ 1ID
NO: 1449) (ou seja, dobradica) —-CH2-CH3. O ligante peptidico

do construto de anticorpo acima mencionado estd em uma
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modalidade preferida, caracterizado pela sequéncia de
aminodcidos Gly-Gly-Gly-Gly—-Ser, isto é GlysSer (SEQ ID NO:
1), ou seus polimeros, isto é (GlysSer) x, onde X € um numero
inteiro de 5 ou maior (por exemplo, 5, 6, 7, 8 etc. ou
maior), sendo 6 preferido ((Gly4Ser)6). O referido construto
pode ainda compreender as substitui¢des acima mencionados
N314X, de preferéncia, N314G, e/ou o mais substituicdes V321C
e R309C. Em uma modalidade preferida dos construtos de
anticorpo da invencdo, tal como agui definido anteriormente,
é considerado que o segundo dominio se liga a um epitopo
extracelular da cadeia CD3¢ de Macaca e/ou humana.

Tabela 1: Numeracdo de Kabat dos residuos de aminodcidos da

regido de dobradicga

Numeragao Tradugdo de =

. 2 x Numeracgao
IMGT para a aminoacidos Kabat
dobradiga de IgG:

8 T 236

10 T 238

12 P 240

14 C 242

[00141] Em outras modalidades da presente invencao, o
dominio/regido de dobradica compreende ou consiste na
sequéncia de dobradica do subtipo IgG2 ERKCCVECPPCP (SEQ ID
NO: 1450), a sequéncia de dobradica do subtipo IgG3
ELKTPLDTTHTCPRCP (SEQ ID NO: 1451) ou ELKTPLGDTTHTCPRCP (SEQ

ID NO: 1458), e/ou a sequéncia de dobradica do subtipo IgG4
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ESKYGPPCPSCP (SEQ ID NO: 1452). A sequéncia de dobradica do
subtipo IgGl pode ser a seguinte EPKSCDKTHTCPPCP (como
mostrado na Tabela 1 e SEQ ID NO: 1459). Estas regides de
dobradica do nucleo sdo assim também previstas no contexto
da presente invencéao.

[00142] A localizacdo e a sequéncia dos dominios IgG CH2
e IgG CD3 podem ser identificadas por analogia usando a
numeracdo de Kabat como apresentada na Tabela 2:
Tabela 2: Numeracdo de Kabat dos residuos de aminodcidos da

regido CH2 e CH3 da IgG

Subtipo traducgdo Numeragao traducdo aa Numeragao
de IgG aa de cHz  J¢ Xabat de CH3 de Kabat

[00143] Em uma modalidade da invencdo, os residuos de

aminodcidos enfatizados a negrito no dominio CH3 do primeiro
ou ambos os mondmeros Fc sdo eliminados.

[00144] O 1ligante peptidico, por meio do qual os
mondmeros polipeptidicos ("porcdo Fc" ou "mondbmero Fc") do
terceiro dominio estdo fundidos entre si, preferencialmente
compreende pelo menos 25 residuos de aminodcidos (25, 26,
27, 28, 29, 30 etc). Mais preferencialmente, este ligante
peptidico compreende pelo menos 30 residuos de aminodcidos
(30, 31, 32, 33, 34, 35 etc.). E também preferido que o
agente de ligacdo compreenda até 40 residuos de aminodcidos,
mais preferencialmente até 35 residuos de aminoédcidos, mais
preferencialmente exatamente 30 residuos de aminodcidos. Uma
modalidade preferida de um tal ligante ©peptidico ¢é
caracterizado pela sequéncia de aminodcidos Gly-Gly-Gly-Gly-—

Ser, isto é GlysSer (SEQ ID NO: 1), ou seus polimeros, isto
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é (GlysiSer)x, onde x & um numero inteiro de 5 ou maior (por
exemplo, 6, 7 ou 8). De preferéncia, o numero inteiro é 6 ou
7, mais preferencialmente o numero inteiro é 6.

[00145] No evento que um ligante é usado para fundir o
primeiro dominio ao segundo dominio, ou o primeiro ou segundo
dominio ao terceiro dominio, este ligante é, de preferéncia,
de um comprimento e sequéncia suficientes para garantir qgue
cada um dente o primeiro e o segundo dominios possa,
independentemente um do outro, reter suas especificidades de
ligacdo diferenciais. Para ligantes peptidicos que conectam
os pelo menos dois dominios de ligacdo (ou dois dominios
varidveis) no construto de anticorpo da invencdo, sé&o
preferenciais aqueles ligantes peptidicos gque compreendem
apenas um peqgueno numero de residuos de aminoadcido, por
exemplo, 12 residuos de aminodcido ou menos. Desta forma,
ligantes peptidicos de 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 ou 5 residuos
de aminodcido s&o preferenciais. Um ligante peptidico
previsto com menos que 5 aminodcidos compreende 4, 3, 2 ou
um aminoacido, em que ligantes ricos em Gly sdo
preferenciais. Uma modalidade preferida do ligante peptidico
para uma fusdo do primeiro e segundo dominios é descrita na
SEQ ID NO:1. Uma modalidade preferida do ligante peptidico
para uma fusdo do segundo e terceiro dominios é um ligante-
(Gly) 4, respectivamente ligante-Gg.

[00146] Um aminoacido “anico” particularmente
preferencial no contexto de um do “ligante peptidico” acima
descrito é Gly. Consequentemente, o referido ligante
peptidico pode consistir no aminodcido Unico Gly. Em uma
modalidade preferida da invencdo, um ligante peptidico é

caracterizado pela sequéncia de aminodcidos Gly-Gly-Gly-Gly-—
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Ser, isto é, GlysSer (SEQ ID NO: 1), ou polimeros do mesmo,
isto é, (GlysSer)x, em gque x &€ um numero inteiro de 1 ou mais
(por exemplo, 2 ou 3). Ligantes ©preferenciais sdo
representados na SEQ ID NOs: 1 a 12. As caracteristicas do
referido ligante peptidico, gque compreendem a auséncia de
promocdo de estruturas secundarias, sdo conhecidas na
técnica e sdo descritas, por exemplo em Dall'Acqua et al.
(Biochem. (1998) 37, 9266-9273), Cheadle et al. (Mol Immunol
(1992) 29, 21-30) e Raag e Whitlow (FASEB (1995) 9(l), 73-
80). Ligantes peptidicos que adicionalmente n&o promovem
nenhuma estrutura secunddria sdo preferenciais. A ligacéo
dos referidos dominios entre si pode ser fornecida, por
exemplo, por modificacdo genética, conforme descrito nos
exemplos. Métodos para preparar construtos de cadeia unica
biespecificos fundidos e ligados de maneira operacional e
para expressar os mesmos em células de mamifero ou bactérias
sdo bem conhecidos na técnica (por exemplo, WO 99/54440 ou
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nova York, EUA, 2001).

[00147] Em uma modalidade preferida do construto de
anticorpo ou a presente invencdo, o primeiro e segundo
dominios formam um construto de anticorpo em um formato
selecionado a partir do grupo que consiste em (scFv)z, scFv-
unico dominio mAb, diacorpo e oligbmeros de gqualguer um
dagqueles formatos

[00148] De acordo com uma modalidade particularmente
preferencial, e conforme documentado nos exemplos anexos, O
primeiro e o segundo dominios do construto de anticorpo da

invencdo ¢é um “construto de anticorpo de cadeia unica
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biespecifico”, com mais preferéncia, um “Fv de cadeia unica”
biespecifico (scFv). Embora os dois dominios dos fragmentos
de Fv, VL e VH, sejam codificados por genes separados, os
mesmos podem ser unidos, usando métodos recombinantes, por
um ligante sintético - conforme descrito anteriormente no
presente documento - que permite que os mesmos sejam feitos
como uma cadeia de proteina uUnica na qual as regides de VL
e VH emparelham para formar uma molécula monovalente;
consulte, por exemplo, Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci EUA 85:5879-5883). Estes fragmentos de anticorpo sao
obtidos wusando técnicas convencionais conhecidas pelos
peritos na técnica, e os fragmentos sdo avaliados para funcéao
da mesma maneira que os anticorpos inteiros ou de comprimento
total. Um fragmento varidvel de cadeia unica (scFv) é, dai,
uma proteina de fusdo da regido varidvel da cadeia pesada
(VH) e da cadeia leve (VL) de imunoglobulinas, usualmente
conectada com um curto peptideo ligante de cerca de dez a
cerca de 25 aminoédcidos, de preferéncia, cerca de 15 a 20
aminodcidos. O ligante ¢é usualmente rico em glicina para
flexibilidade, bem como serina ou treonina para
solubilidade, e pode conectar o terminal N da VH ao terminal
C da VL, ou vice versa. Esta proteina retém a especificidade
da imunoglobulina original, apesar da remocdao das regides
constantes e da introducdo do ligante.

[00149] Os construtos de anticorpo de cadeia unica
biespecifico sdo conhecidos na técnica e sdo descritos em WO
99/54440, Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970, Mack,
PNAS, (1995), 92, 7021-7025, Kufer, Cancer Immunol.
Immunother., (1997), 45, 193-197, Loéffler, Blood, (2000),

95, 6, 2098-2103, Brithl, Immunol., (2001), 166, 2420-242¢,

Peticao 870190110647, de 30/10/2019, pag. 98/305



81/260

Kipriyanov, J. Mol. Biol., (1999), 293, 41-56. Técnicas
descritas para a producdo de anticorpos de cadeia tnica (ver,
inter alia, Patente US N° 4,946,778, Kontermann e Dibel
(2010), loc. cit. e Little (2009), loc. cit.) podem ser
adaptadas para produzir construtos de anticorpo de cadeia
unica especificamente reconhecendo alvo eleito (ou alvos).

[00150] Fragmentos varidveis de cadeia bivalente (também
chamada de divalente) ou de cadeia tnica (bi-scFvs ou di-
scFvs tendo o formato (scFv): podem ser geneticamente
modificados ligando duas moléculas de scFv (por exemplo, com
ligantes conforme descrito anteriormente no presente
documento) . Se estas duas moléculas de scFv tiverem a mesma
especificidade de 1ligacdo, a molécula (scFv): resultante
serd, de preferéncia, chamada de bivalente (isto é, tem duas
valéncias para o mesmo epitopo-alvo). Se as duas moléculas
scFv tém diferentes especificidades de ligacdo, a molécula
(scFv) resultante sera, de preferéncia, chamada de
biespecifica. A ligacdo pode ser feita produzindo uma cadeia
de peptideo simples com duas regides de VH e duas regides de
VL, rendendo scFvs tandem (ver, por exemplo, Kufer P. et
al., (2004) Trends in Biotechnology 22 (5):238-244). Outra
possibilidade é a criacdo de moléculas scFv com peptideos
ligantes que sdo muito curtos para as duas regides varidveis
para dobrar juntos (por exemplo, cerca de cinco aminoacidos),
forcando as scFvs a dimerizar. Este tipo é conhecido como
diacorpos (ver, por exemplo, Hollinger, Philipp et al.,
(Julho 1993) Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 90 (14): 6444-8).

[00151] De acordo com esta invencdo, o primeiro, o

segundo ou o primeiro e o segundo dominios podem compreender
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um anticorpo de dominio unico, respectivamente o dominio
varidvel ou pelo menos as CDRs de um anticorpo de dominio
unico. Anticorpos de dominio simples compreendem apenas um
dominio varidvel de anticorpo (monomérico) que é capaz de se
ligar seletivamente a um antigeno especifico,
independentemente de outras regides ou dominios de V. Os
primeiros anticorpos de dominio simples foram modificados de
anticorpos de cadeia pesada encontrados em camelideos, e
estes sdo chamados de fragmentos VyH. Peixes cartilaginosos
também tém anticorpos de cadeia pesada (IgNAR) a dos quais
anticorpos de dominio simples chamados fragmentos Vyar podem
ser obtidos. Uma abordagem alternativa é dividir os dominios
varidveis diméricos de imunoglobulinas comuns, por exemplo,
de seres humanos ou roedores em mondmeros, dai, obtendo VH
ou VL como um dominio simples Ab. Embora grande parte da
pesquisa de anticorpos de dominio simples seja atualmente
baseada em dominios varidveis de cadeia pesada, também foi
mostrado que nanocorpos derivados de cadeias leves se ligam
especificamente a epitopos—alvo. Exemplos de anticorpos de
dominio simples sdo chamados de sdAb, nanocorpos ou
anticorpos de dominio simples.

[00152] Um (dominio simples mAb): é, dai, um construto de
anticorpo monoclonal composto por (pelo menos) dois
anticorpos monoclonais de dominio simples, que sdo
individualmente selecionados do grupo compreendendo Vi, Vi,
ViH e Vnar. O ligante estd, de preferéncia, sob a forma de um
ligante peptidico. De modo similar, um “mAb de dominio unico-
scFv” é um construto de anticorpo monoclonal composto por
pelo menos um anticorpo de dominio simples conforme descrito

acima e uma molécula scFv conforme descrito acima. Novamente,
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o ligante estéd, de preferéncia, sob a forma de um ligante
peptidico.

[00153] A possibilidade de um construto de anticorpo
competir, ou ndo, para ligacdo com outro dado construto de
anticorpo pode ser medida num ensaio de competig¢do como um
ELISA competitivo ou um ensaio de competicdo a base de
célula. Microparticulas (microesferas) acopladas a avidina
também podem ser usadas. Similar a uma placa de ELISA
revestida com avidina, quando reagido com uma proteina
biotinilada, cada uma destas microesferas pode ser usada
como um substrato sobre o qual um ensaio pode ser realizado.
O antigeno é aplicado como revestimento sobre uma microesfera
e, entdo, pré-revestido com um primeiro anticorpo. O segundo
anticorpo ¢é adicionado e toda ligacd&o adicional é
determinada. Meios possiveis para a leitura incluem
citometria de fluxo.

[00154] Células T ou linfécitos T sdo um tipo de
linfécito (um tipo de gldébulo branco) que desempenham um
papel central na imunidade mediada por célula. Existem
diversos subconjuntos de células T, cada um com uma funcédo
distinta. Células T podem ser distinguidas de outros
linfécitos, como células B e células NK, pela presenca de um
receptor de célula T (TCR) na superficie celular. O TCR é
responsdvel por reconhecer antigenos ligados a moléculas de
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e é
composto por duas cadeias de proteina diferentes. Em 95% das
células T, o TCR consiste numa cadeia alfa (x) e beta (RB).
Quando o TCR se engata a um peptideo antigénico e MHC
(completo de peptideo/MHC), o linfécito T é ativado através

de uma série de eventos bioguimicos mediados por enzimas
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associadas, correceptores, moléculas adaptadoras
especializadas e fatores de transcricdo ativados ou
liberados.

[00155] O completo de receptor de CD3 é um complexo de
proteina e é composto por quatro cadeias. Em mamiferos, o
complexo contém uma cadeia CD3y (gama), uma cadeia CD30
(delta) e duas cadeias CD3e¢ (épsilon). Estas cadeias se
associam ao receptor de célula T (TCR) e a chamada cadeia (
(zeta) para formar o complexo de CD3 de receptor de célula
T e para gerar um sinal de ativacdo em linfécitos T. As
cadeias CD3y (gama), CD30 (delta) e CD3e¢ (épsilon) séo
proteinas de superficie celular altamente relacionadas da
superfamilia de imunoglobulina contendo um uUnico dominio de
imunoglobulina extracelular. As caudas intracelulares das
moléculas de CD3 contém um Unico motivo conservado conhecido
como motivo de ativagdo baseado em imunorreceptor tirosina
ou ITAM abreviado, que ¢ essencial para a capacidade de
sinalizacdo do TCR. A molécula épsilon CD3 é um polipeptideo
que, em seres humanos, é codificado pelo gene CD3E que reside
no cromossomo 1ll1. O epitopo mais preferencial de épsilon CD3
estd compreendido dentro de residuos de aminodcido 1 a 27 do
dominio extracelular de épsilon CD3 humano. Estd previsto
que os construtos de anticorpo de acordo com a presente
invencdo exibam tipica e vantajosamente menos ativacdo de
células T inespecificas, o que ndo é desejado em imunoterapia
especifica. Isso se traduz em um risco reduzido de efeitos
colaterais.

[00156] A lise redirecionada de células-alvo através do
recrutamento de células T por um construto de anticorpo

multiespecifico, pelo menos biespecifico, envolve formacéao
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de sinapse citolitica e entrega de perforina e granzimas. As
células T engatadas s&o capazes de lise de célula—-alvo em
série, e ndo sdo afetadas por mecanismos de escape imune
interferindo no processamento e apresentacdo de antigeno e
peptideo, ou diferenciacd&o de célula T clonal; consulte, por
exemplo, WO 2007/042261.

[00157] A citotoxicidade mediada ©por construtos de
anticorpo da invencdo pode ser medida de varias formas.
Células efetoras podem ser, por exemplo, células T positivas
CD8 enriquecidas (humanas) estimuladas ou células
mononucleares de sangue periférico (humano) ndo estimuladas
(PBMC). Se as células—alvo sdao de origem de macaco ou
expressam ou sdo transfectadas com antigeno de superficie da
célula alvo de macaco, que estd ligado pelo primeiro dominio,
as células efetoras também deveriam ser de origem de macaco
como uma linha de célula T de macaco, por exemplo, 4119LnPx.
As células alvo devem expressar (pelo menos, o dominio
extracelular de) o antigeno da superficie da célula alvo,
por exemplo, antigeno da superficie da célula alvo humano ou
de macaco. Células—alvo podem ser uma linha celular (tal
como, CHO) que é estavel ou transientemente transfectada com
antigeno da superficie da célula alvo, por exemplo, antigeno
da superficie da célula alvo humano ou de macaco.
Alternativamente, as células alvo podem ser de uma linha
celular que expressa naturalmente antigeno da superficie da
célula alvo. Usualmente, é esperado que valores ECsp sejam
menores com linhas celulares alvo expressando niveis maiores
de antigeno da superficie da célula alvo na superficie
celular. A razdo entre célula efetora e célula-alvo (E:T) é

usualmente cerca de 10:1, mas também pode variar. A atividade
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citotdxica de construtos de anticorpo biespecifico
antigenoxCD3 de superficie celular alvo pode ser medida num
ensaio de liberacdo de °ICr (tempo de incubacdo de cerca de
18 horas) ou num ensaio de citotoxicidade baseado em FACS
(tempo de incubacdo de cerca de 48 horas). Modificacgdes do
tempo de incubacdo de ensaio (reacdo citotdxica) também séo
possiveis. Outros métodos de medicdo de citotoxicidade bem
conhecidos pelo perito na técnica e compreendem ensaios de
MTT ou MTS, ensaios &a base de ATP incluindo ensaios
bioluminescentes, o ensaio de sulforodamina B (SRB), ensaio
de WST, ensaio clonogénico e a tecnologia ECIS.

[00158] A atividade citotdéxica mediada por construtos de
anticorpo biespecifico antigenoxCD3 de superficie celular
alvo da presente invencdo é, de preferéncia, medida num
ensaio de citotoxicidade a base de célula. Também pode ser
medida num ensaio de liberacdo de 5Cr. E representada pelo
valor ECso, que corresponde a metade da concentracdo eficaz
médxima (concentracdo do construto de anticorpo que induz uma
resposta citotdéxica na metade do caminho entre a linha de
base e a madxima) . De preferéncia, o valor ECsp dos construtos
de anticorpo biespecifico antigenoxCD3 de superficie celular
alvo é <5000 pM ou <4000 pM, com mais preferéncia <3000 pM
ou <2000 pM, ainda com mais preferéncia <1000 pM ou <500 pM,
ainda com mais preferéncia <400 pM ou <300 pM, ainda com
mais preferéncia <200 pM, ainda com mais preferéncia <100
pM, ainda com mais preferéncia <50 pM, ainda com mais
preferéncia <20 pM ou <10 pM, e com maxima preferéncia <5
eM.

[00159] Os valores ECs9o dados acima podem ser medidos em

diferentes ensaios. O perito na técnica estd ciente que um
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valor ECso pode ser menor quando células T CcD8t
estimuladas/enriquecidas sdo usadas como células efetoras,
em comparacdo com PBMC ndo estimulada. Pode-se esperar,
ainda, que os valores ECso sejam menores quando as células
alvo expressam um numero elevado do antigeno da superficie
da célula alvo em comparacdo com um rato—alvo de baixa
expressdo. Por exemplo, quando células T CD8' humanas
enriquecidas / estimuladas sdo usadas como células efetoras
(e células transfectadas com antigeno da superficie da célula
alvo como células de CHO ou uma linha celular humana positiva
para antigeno da superficie da célula alvo s&o usadas como
células-alvo), o valor ECsp do construto de anticorpo
biespecifico do antigeno da superficie da célula alvoxCD3 &,
de preferéncia, <1000 pM, com mais preferéncia <500 pM, ainda
com mais preferéncia <250 pM, ainda com mais preferéncia
<100 pM, ainda com mais preferéncia <50 pM, ainda com mais
preferéncia <10 pM, e com maéxima preferéncia <5 pM. Quando
PBMCs humanas sdo usadas como células efetoras, o valor ECso
do construto de anticorpo biespecifico do antigeno da
superficie da célula alvoxCD3 &, de preferéncia, <5000 pM ou
<4000 pM (em particular, quando as células—-alvo sao linhas
celulares humanas positivas para antigeno da superficie da
célula alvo), com mais preferéncia <2000 pM (em particular,
quando as células alvo sdo células transfectadas com antigeno
da superficie da célula alvo, tal como células de CHO), com
mais preferéncia <1000 pM ou <500 pM, ainda com mais
preferéncia <200 pM, ainda com mais preferéncia <150 pM,
ainda com mais preferéncia <100 pM, e com maxima preferéncia
<50 pM, ou menos. Quando uma linha de células T de macaco

como LnPx4119 é usada como células efetoras, e uma linha de
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células transfectada com antigeno da superficie da célula
alvo de macaco como células CHO é usada como linha de célula-
alvo, o valor ECso do construto de anticorpo biespecifico do
antigeno da superficie da célula alvoxCD3 é, de preferéncia,
<2000 pM ou <1500 pM, com mais preferéncia <1000 pM ou <500
pM, ainda com mais preferéncia <300 pM ou <250 pM, ainda com
mais preferéncia <100 pM, e com maxima preferéncia <50 pM.
[00160] De preferéncia, os construtos de anticorpos
biespecificos do antigeno da superficie da célula alvoxCD3
da presente invencdo ndo induzem/mediam a lise ou néo
essencialmente induzem /mediam a lise de células negativas
de antigeno da superficie da célula alvo, tal como células
CHO. O termo “nado induz 1lise”, “nado essencialmente induz
lise”, “nado media lise” ou “ndo essencialmente media lise”
significa que um construto de anticorpo da presente invencgao
ndo induz ou media lise de mais que 30%, de preferéncia néo

maior que 20%, com mais preferéncia nao maior que 10%,

o\

particularmente, de preferéncia, ndo maior que 9%, 8%, 7%,
6% ou 5% de células negativas de antigeno da superficie da
célula alvo, em que a lise de uma linha de células humana
positiva para antigeno da superficie da célula alvo é
definida para ser 100%. Isto usualmente se aplica para
concentragdes do construto de anticorpo de até 500 nM. O
perito na técnica sabe como medir a lise celular sem demora.
Ademais, o presente relatdério descritivo ensina instrucgdes
especificas sobre como media a lise celular.

[00161] A diferenca na atividade citotdéxica entre a
isoforma monomérica e dimérica de construtos de anticorpo

biespecifico de antigeno da superficie da célula alvoxCD3

individuais é chamada de “lacuna de poténcia”. Esta lacuna
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de poténcia pode, por exemplo, ser calculado como uma razao
entre valores ECso da forma monomérica e dimérica da
molécula. Lacunas de poténcia dos construtos de anticorpo
biespecifico de antigeno da superficie da célula alvoxCD3 da
presente invencdo sdo, de preferéncia, < 5, com mais
preferéncia < 4, ainda com mais preferéncia < 3, ainda com
mais preferéncia < 2 e com méxima preferéncia < 1.

[00162] O primeiro e/ou o segundo (ou qualguer outro)
dominio de ligacdo (ou dominios) do construto de anticorpo
da invencdo ¢é, de preferéncia, especifico entre espécies
para membros da ordem de mamifero de primatas. Os dominios
de ligacédo de CD3 especifico entre espécies sdo, por exemplo,
descritos em WO 2008/119567. De acordo com uma modalidade,
o primeiro e/ou o segundo dominio de ligacdo, além de se
ligar ao antigeno da superficie da célula alvo humano e CD3
humano, respectivamente, também se liga ao antigeno da
superficie da célula alvo / CD3 de primatas incluindo (sem
limitagdo) primatas do novo mundo (tal como Callithrix
jacchus, Saguinus Oedipus ou Saimiri sciureus), e primatas
do velho mundo (tal como babuinos e macacos), gibodes,
orangotangos e homininae ndo humanos.

[00163] Em uma modalidades do construto de anticorpo da
invencdo, o ©primeiro dominio liga-se ao antigeno da
superficie da célula alvo humano e ainda se liga ao antigeno
da superficie da célula alvo de macaco, tais como antigeno
da superficie da célula alvo de Macaca fascicularis, e mais
de preferéncia, o antigeno da superficie da célula alvo de
macaco expresso na superficie das células de macaco. A
afinidade do primeiro dominio de ligacdo para antigeno da

superficie da célula alvo de macaco &, de preferéncia, <15
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nM, com mais preferéncia <10 nM, ainda com mais preferéncia
<5 nM, ainda com mais preferéncia <1 nM, ainda com mais
preferéncia <0,5 nM, ainda com mais preferéncia <0,1 nM, e
com maxima preferéncia <0,05 nM ou mesmo <0,01 nM.

[00164] De preferéncia, a lacuna de afinidade dos
construtos de anticorpo de acordo com a invengdo para ligar
antigeno da superficie da célula alvo de macaco versus
antigeno da superficie da célula alvo humano [antigeno da
superficie da célula alvo de ma:antigeno da superficie da
célula alvo de hu] (conforme determinado por exemplo por
BiaCore ou por andlise de Scatchard) ¢é <100, de preferéncia
<20, com mais preferéncia <15, adicionalmente de preferéncia
<10, ainda com mais preferéncia<8, com mais preferéncia <6
e com maxima preferéncia <2. Faixas preferenciais para a
lacuna de afinidade dos construtos de anticorpo de acordo
com a invencdo para ligacdo de antigeno da superficie da
célula alvo de macaco versus antigeno da superficie da célula
alvo humano sd&o entre 0,1 e 20, com mais preferéncia entre
0,2 e 10, ainda com mais preferéncia entre 0,3 e 6, ainda
com mais preferéncia entre 0,5 e 3, ainda com mais
preferéncia 0,5 e 2,5 e com maxima preferéncia entre 0,5 e
2 ou entre 0,6 e 2.

[00165] O segundo dominio de 1ligacdo do construto de
anticorpo da invencdo se liga a CD3 épsilon humano e/ou CD3
épsilon de Macaca. Em uma modalidade preferida, o segundo
dominio se liga ainda a CD3 épsilon de Callithrix jacchus,
Saguinus Oedipus ou Saimiri sciureus. Callithrix jacchus e
Saguinus oedipus sdao ambos primatas do novo mundo pertencendo
a familia de Callitrichidae, enquanto Saimiri sciureus é um

primata do novo mundo pertencendo a familia de Cebidae.
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[00166] E preferido para o construto de anticorpo da
presente invencdo que o segundo dominio que se liga a um
epitopo extracelular de CD3 humana e/ou de Macaca compreenda
uma regido VL compreendendo CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3
selecionadas de:

(a) CDR-L1 conforme representada na SEQ ID NO: 27 de
WO 2008/119567, CDR-L2 conforme representada na SEQ ID NO:
28 de WO 2008/119567 e CDR-L3 conforme representada na SEQ
ID NO: 29 de WO 2008/119567;

(b) CDR-L1 conforme representada na SEQ ID NO: 117 de
WO 2008/119567, CDR-L2 conforme representada na SEQ ID NO:
118 de WO 2008/119567 e CDR-L3 conforme representada na SEQ
ID NO: 119 de WO 2008/119567; e

(c) CDR-L1 conforme representada na SEQ ID NO: 153 de
WO 2008/119567, CDR-L2 conforme representada na SEQ ID NO:
154 de WO 2008/119567 e CDR-L3 conforme representada na SEQ
ID NO: 155 de WO 2008/119567.

[00167] Também ¢é uma modalidade preferida do construto
de anticorpo da presente invencdo, o segundo dominio que se
liga a um epitopo extracelular da cadeia épsilon de CD3
humana e/ou Macaca compreendendo uma regido VH compreendendo
CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3 selecionadas de:

(a) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 12 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
13 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 14 de WO 2008/119567;

(b) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 30 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
31 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ

ID NO: 32 de WO 2008/119567;
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(c) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 48 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
49 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 50 de WO 2008/119567;

(d) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 66 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
67 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 68 de WO 2008/119567;

(e) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 84 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
85 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 86 de WO 2008/119567;

(f) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 102 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
103 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 104 de WO 2008/119567;

(g) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 120 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
121 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 122 de WO 2008/119567;

(h) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 138 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
139 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 140 de WO 2008/119567;

(1) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 156 de
WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
157 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 158 de WO 2008/119567; e

(3) CDR-H1 conforme representada na SEQ ID NO: 174 de

WO 2008/119567, CDR-H2 conforme representada na SEQ ID NO:
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175 de WO 2008/119567 e CDR-H3 conforme representada na SEQ
ID NO: 176 de WO 2008/119567.

[00168] Em uma modalidade preferida do construto de
anticorpo da invencdo, os trés grupos de VL CDRs acima
descritos sao combinados com os dez grupos de VH CDRs acima
descritos dentro do segundo dominio de ligacdo para formar
grupos (30), compreendendo cada uma CDR-L 1-3 e CDR-H 1-3.

[00169] E preferido para o construto de anticorpo da
presente invencdo que o segundo dominio que se liga a CD3
compreenda uma regido VL selecionada do grupo que consiste
em a regido VL conforme representada na SEQ ID NO: 17, 21,
35, 39, 53, 57, 71, 75, 89, 93, 107, 111, 125, 129, 143,
147, 161, 165, 179 ou 183 de WO 2008/119567 ou como
representada na presente listagem de sequéncias, como SEQ ID
NO: 16 ou 25.

[00170] Prefere—-se também que o segundo dominio que se
liga a CD3 compreenda uma regido VH selecionada do grupo
consistindo em uma regido VH como representada na SEQ ID NO:
15, 19, 33, 37, 51, 55, 69, 73, 87, 91, 105, 109, 123, 127,
141, 145, 159, 163, 177 ou 181 de WO 2008/119567 ou como
representada na presente listagem de sequéncias, como SEQ ID
NO: 15 ou 24.

[00171] Com mais preferéncia, o construto de anticorpo
da presente invencdo ¢é caracterizado pelo segundo dominio
que se liga a CD3 compreendendo uma regido VL e uma regido
VH selecionada do grupo que consiste em:

(a) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
17 ou 21 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 15 ou 19 de WO 2008/119567;

(b) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
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35 ou 39 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 33 ou 37 de WO 2008/119567;

(c) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
53 ou 57 de WO 2008/119567 e wuma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 51 ou 55 de WO 2008/119567;

(d) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
71 ou 75 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 69 ou 73 de WO 2008/119567;

(e) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
89 ou 93 de WO 2008/119567 e wuma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 87 ou 91 de WO 2008/119567;

(£) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
107 ou 111 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 105 ou 109 de WO 2008/119567;

(g) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
125 ou 129 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 123 ou 127 de WO 2008/119567;

(h) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
143 ou 147 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 141 ou 145 de WO 2008/119567;

(1) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
161 ou 165 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 159 ou 163 de WO 2008/119567; e

(3) uma regido VL conforme representada na SEQ ID NO:
179 ou 183 de WO 2008/119567 e uma regido VH conforme
representada na SEQ ID NO: 177 ou 181 de WO 2008/119567.

[00172] Também ¢é preferencialmente em conjunto com o
construto de anticorpo da presente invencdo um segundo
dominio que se liga a CD3 compreendendo uma regido VL

conforme representada na SEQ ID NO: 16 ou 25 e uma regido VH
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conforme representada na presente listagem de sequéncias,
como SEQ ID NO: 15 ou 24.

[00173] De acordo com uma modalidade preferida do
construto de anticorpo da presente invencdo, o primeiro e/ou
o segundo dominio tem o seguinte formato: Os pares de regides
de VH e regides de VL estdo no formato de um anticorpo de
cadeia unica (scFv). As regides de VH e VL s&o dispostas na
ordem VH-VL ou VL-VH. E preferencial que a regido VH seja
posicionada em terminal N de uma sequéncia ligante, e a
regido VL é posicionada em terminal C da sequéncia ligante.

[00174] Uma modalidade preferida do construto de
anticorpo acima descrito da presente invencao é
caracterizada pelo segundo dominio que se liga a CD3
compreender uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 123, 25, 41, 43,
59, 61, 77, 79, 95, 97, 113, 115, 131, 133, 149, 151, 167,
169, 185 ou 187 de WO 2008/119567 ou representada na presente
listagem de sequéncias, como SEQ ID NO: 26.

[00175] Modificacodes covalentes dos construtos de
anticorpo também estdo incluidas no escopo desta invencao e
sdo, em geral, mas nado sempre, feitas de maneira pds-
traducdo. Por exemplo, diversos tipos de modificacdes
covalentes do construto de anticorpo sdo introduzidas na
molécula reagindo residuos de aminodcido especificos do
construto de anticorpo com um agente de derivacdo orgédnico
que é capaz de reagir com as cadeias laterais selecionadas
ou com os residuos de terminal N ou C.

[00176] Residuos de cisteinila mais comumente séo
reagidos com o-haloacetatos (e aminas correspondentes), tal

como Aacido cloroacético ou cloroacetamida, para render
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derivados de carboximetila ou carboxiamidometila. Residuos

de cisteinila também sd&o derivados pela reacdo com

bromotrifluoroacetona, acido ox—bromo—fR—(5-
imidozoil)propidnico, fosfato de cloroacetila, N-—
alquilmaleimidas, dissulfeto de 3-nitro-2-piridila,

dissulfeto de metil 2-piridila, p-cloromercuribenzoato, 2-
cloromercuri-4-nitrofenol ou cloro-7-nitrobenzo—-2-oxa-1,3-
diazol.

[00177] Residuos de histidila s&do derivados pela reacdo
com dietilpirocarbonato a pH 5,5 a 7,0 porque este agente é
relativamente especifico para cadeia lateral de histidila.
Brometo de para-bromofenacila também é util; a reacado &, de
preferéncia, realizada em cacodilato de sédio a 0,1 M a pH
6,0. Residuos de terminal amino e lisinila sdo reagidos com
anidridos de &cido succinico ou carboxilico. Derivacdo com
estes agentes temo efeito de reverter a carga dos residuos
de lisinila. Outros reagentes adequados para derivar
residuos contendo alfa-amino incluem imidoésteres como
picolinimidato de metila; fosfato de piridoxal; piridoxal;
cloroboro—hidreto; acido trinitrobenzenossulfénico; O-
metilisoureia; 2,4-pentanodiona; e reacdo catalisada por
transaminase com glioxilato.

[00178] Residuos de arginila sdo modificados pela reacédo
com um ou diversos reagentes convencionais, dentre estes,
fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclo-hexanodiona e
ninidrina. A derivacdo de residuos de arginina exige que a
reacdo seja realizada em condicgdes alcalinas devido ao alto
pKa do grupo funcional guanidina. Ademais, estes reagentes
podem reagir com os grupos de lisina bem como o grupo

arginina épsilon-amino.
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[00179] A modificacdo especifica de residuos tirosila
pode ser feita, com interesse particular na introducdo de
etiquetas espectrais em residuos de tirosila pela reacdo com
compostos de diazdénio aromdtico ou tetranitrometano. Mais
comumente, N-acetilimidizol e tetranitrometano sdo usados
para formar espécies de O-acetil tirosila e derivados de 3-
nitro, respectivamente. Residuos de tirosila s&o iodados
usando 12°I ou 1311 para preparar proteinas etiquetadas para
uso em radioimunoensaio, o método T de cloramina descrito
acima sendo adeguado.

[0018Q0] Grupos laterais carboxila (aspartila ou
glutamila) s&o seletivamente modificados pela reagcdo com
carbodiimidas (R’—N=C=N--R’), em que R e R’ sdao grupos
alquila opcionalmente diferentes, como l-ciclo-hexil-3-(2-
morfolinil-4-etil) carbodiimida ou l-etil-3-(4-azonia-4,4-
dimetilpentil) carbodiimida. Ademais, residuos de aspartila
e glutamila sdo convertidos em residuos de asparaginila e
glutaminila pela reacdo com ions de amdnio.

[00181] A derivacdo com agentes bifuncionais é ttil para
reticular os construtos de anticorpo da presente invencao
para uma superficie ou matriz de suporte insoltvel em &gua
para uso numa variedade de métodos. Agentes de reticulacéao
comumente usados incluem, por exemplo, 1,l-bis(diazoacetil)-
2—-feniletano, glutaraldeido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por exemplo, ésteres com Aacido 4-
azidossaliciclico, imidoésteres homobifuncionais, incluindo
ésteres de dissucinimidila como 3,3"-
ditiobis(sucinimidilpropionato) e maleimidas bifuncionais
como bis—-N-maleimido-1,8-octano. Agentes de derivacdo como

metil-3-[ (p—azidofenil)ditio]lpropioimidato rendem
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intermedidrios fotoativadveis que s&o capazes de formar
reticulacdes na presenca de luz. Alternativamente, matrizes
insoluveis em Agua reativas como carboidratos ativados por
brometo de cianogénio e os substratos reativos conforme
descrito nas Patente US N° 3,969,287; 3,691,016; 4,195,128;
4,247,642; 4,229,537; e 4,330,440 sdao empregadas para
imobilizacdo de proteina.

[00182] Residuos de glutaminila e asparaginila sé&o
frequentemente diamidados para os residuos de glutamila e
aspartila correspondentes, respectivamente.
Alternativamente, estes residuos sao diamidados sob
condic¢des suavemente Aacidas. Qualquer forma destes residuos
estd dentro do escopo desta invencéo.

[00183] Outras modificacgdes incluem hidroxilacdao de
prolina e lisina, fosforilacdo de grupos hidroxila de
residuos de serila ou treonila, metilacdo dos grupos o—amino
de cadeias laterais de lisina, arginina e histidina (T. E.
Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.
H. Freeman & Co., San Francisco, EUA, 1983, paginas 79-86),
acetilacdo da amina de terminal N, e amidacdo de qgualqguer
grupo carboxila de terminal C.

[00184] Outro tipo de modificacéao covalente dos
construtos de anticorpo incluido no escopo desta invencéo
compreende alterar o padrdo de glicosilacdo da proteina.
Conforme é conhecido na técnica, padrdes de glicosilacéao
podem depender tanto da sequéncia da proteina (por exemplo,
a presengca ou auséncia de residuos de aminoacido de
glicosilacdo particular, discutido abaixo) ou da célula
hospedeira ou organismo no qual a proteina ¢é produzida.

Sistemas de expressdo particulares sdo discutidos abaixo.
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[00185] A glicosilacdo de polipeptideos é tipicamente ou
ligada a N ou ligada a O. Ligado(a) a N se refere a fixacao
da parte de carboidrato a cadeia lateral de um residuo de
asparagina. As sequéncias de tri-peptideo asparagina-X-
serina e asparagina-X-treonina, em que X é qualquer
aminodcido exceto prolina, sao as sequéncias de
reconhecimento para fixacdo enzimatica da parte de
carboidrato a cadeia lateral de asparagina. Deste modo, a
presenca de qualgquer uma destas sequéncias de tri-peptideo
num polipeptideo cria um sitio de glicosilac&o em potencial.
A glicosilacdo ligada em O se refere a fixacdo de um dos
acucares N-acetilgalactosamina, galactose ou =xilose, a um
dcido hidroxilamina, mais comumente, serina ou treonina,
embora 5-hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina também possa ser
usada.

[00186] A adicdo de sitios de glicosilacdo ao construto
de anticorpo ¢é convenientemente realizada alterando a
sequéncia de aminodcidos de tal modo qgque contenha uma ou
mais das sequéncias de tri-peptideo descritas acima (para
sitios de glicosilacdo ligados a N). A alteracdo também pode
ser feita pela adicdao de, ou substituicdo por, um ou mais
residuo de serina ou treonina a sequéncia de partida (para
sitios de glicosilacdo ligados a O). Para facilitar, a
sequéncia de aminodcidos de um construto de anticorpo é, de
preferéncia, alterada através de mudancas no nivel de DNA,
particularmente mutando o DNA que codifica o polipeptideo a
bases pré-selecionadas de tal modo que cdéddons sejam gerados
que ird&o se traduzir nos aminodcidos desejados.

[00187] Outro meio de aumento do nuUmero de partes de

carboidrato no construto de anticorpo ¢é por acoplamento
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quimico ou enzimdtico de glicosidas a proteina. Estes
procedimentos sdo vantajosos visto gue ndo exigem a producédo
da proteina numa célula hospedeira que tem capacidades de
glicosilacao para glicosilacdo ligada a N e 0. Dependendo do
modo de acoplamento usado, o acucar (ou acucares) pode ser
fixado a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxila
livres, (c) grupos sulfidrila 1livres como aqueles de
cisteina, (d) grupo hidroxila livres como aqueles de serina,
treonina ou hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos como
aqueles de fenilalanina, tirosina ou triptofano, ou (f) o
grupo amida de glutamina. Estes métodos sdo descritos em WO
87/05330, e em Aplin e Wriston, 1981, CRC Crit. Rev.
Biochem., pp. 259-306.

[00188] A remocao de partes de carboidrato presentes no
construto de anticorpo de partida pode ser realizada quimica
ou enzimaticamente. A deglicosilacdo quimica exige a
exposicdo da proteina ao composto Aacido trifluorometano
sulfbébnico ou a um composto eqguivalente. Este tratamento
resulta na clivagem da maior parte ou de todos os acucares,
exceto o acucar de ligacd&o (N-acetilglucosamina ou N-
acetilgalactosamina), enquanto deixa o polipeptideo intacto.
A deglicosilacdo gquimica é descrita por Hakimuddin et al.,
1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 e por Edge et al., 1981,
Anal. Biochem. 118:131. A clivagem enzimdtica de partes de
carboidrato em polipeptideos pode ser alcancada pelo uso de
uma variedade de endo e exo—glicosidases conforme descrito
por Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. A
glicosilacdo a sitios de glicosilacdo em potencial pode ser
evitada pelo uso do composto tunicamicina conforme descrito

por Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105. A
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tunicamicina bloqueia a formacdo de ligacdes de proteina—-N-
glicosida.

[00189] Outras modificagdes do construto de anticorpo
também sdo contempladas no presente documento. Por exemplo,
outro tipo de modificagdo covalente do construto de anticorpo
compreende ligar o construto de anticorpo a vadrios polimeros
ndo proteindceos, incluindo, sem limitacdo, varios polidis
como polietileno glicol, polipropileno glicol,
polioxialguilenos, ou copolimeros de polietileno glicol e
polipropileno glicol, da maneira apresentada nas Patentes US
N° 4,640,835; 4,496,689; 4,301,144; 4,670,417; 4,791,192 ou
4,179,337. Além disso, como ¢é conhecido na técnica,
substituicdes de aminocdcido podem ser feitas em varias
posicdes no construto de anticorpo, por exemplo, a fim de
facilitar a adicd&o de polimeros como PEG.

[00190] Em algumas modalidades, a modificacd@o covalente
do construtos de anticorpo da invencdo compreende a adicédo
de uma ou mais etiquetas. O grupo de etiquetagem pode ser
acoplado ao construto de anticorpo através de Dbracos
espacadores de varios comprimentos para reduzir impedimento
estérico. VArios métodos para etiguetar proteinas séao
conhecidos na técnica e podem ser usados na concretizacdo da
presente invencéao. O termo “etiqueta” ou ‘“grupo de
etiquetagem” se refere a qualgquer etiqueta detectdvel. Em
geral, etiquetas caem dentro de uma variedade de classes,
dependendo do ensaio no gqual as mesmas devem ser detectadas
- 0s seguintes exemplos incluem, sem limitacédo:

a) etiquetas isotdpicas, que podem ser 1isdtopos
radioativos ou pesados, tais como radioisdétopos ou

radionuclideos (por exemplo, 3H, 14C, 1°N, 35, 8%9zr, 90y, 99Tc,
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l111p, 1257, 1317),

b) etiquetas magnéticas (por exemplo, particulas
magnéticas);

c) partes ativas de redox;

d) corantes 6pticos (incluindo, sem limitacao,
croméforos, fésforo e fluordforos) como grupos fluorescentes
(por exemplo, FITC, rodamina, fésforos de lantanida), grupos
quimioluminescentes, e fluordéforos que podem ser fluores de
"pequena molécula" ou fluores proteindceos;

e) grupos enzimdticos (por exemplo, peroxidase de

rédbano, B-galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina);

f) grupos biotinilados;
g) epitopos de polipeptideo predeterminados
reconhecidos por um repdérter secunddrio (por exemplo,

sequéncias de par de leucina zipper, lados de ligacd@o para
anticorpos secunddrios, dominios de ligacdo de metal,
etiquetas de epitopo, etc.).

[00191] Por “etiqueta fluorescente” é qgqualquer molécula
que pode ser detectada através de suas propriedades
fluorescentes inerentes. Etiquetas fluorescentes adequadas
incluem, sem limitacéao, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, coumarina, metil-
coumarinas, pireno, verde Malacite, estilbena, amarelo
Lucifer, AzulJd Cascade, vermelho Texas, IAEDANS, EDANS,
BODIPY FL, vermelho LC 640, Cy 5, Cy 5.5, vermelho LC 705,
verde Oregon, os corantes Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa
Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor
568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa
Fluor 680), Azul Cascade, Amarelo Cascade e R-ficoeritrina

(PE) (Molecular Probes, Eugene, OR), FITC, Rodamina, e
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vermelho Texas (Pierce, Rockford, 1IL), Cy5, Cy5.5, Cy7
(Amersham Life Science, Pittsburgh, PA). Corantes oépticos
adequados, incluindo fluordéforos, sdo descritos em Molecular
Probes Handbook por Richard P. Haugland.

[00192] As etiquetas fluorescentes proteindceas
adequadas incluem também, mas ndo estdo limitadas a, proteina
fluorescente verde, incluindo as espécies de Renilla,
Ptilosarcus ou Aequorea de GFP (Chalfie et al., 1994, Science
263:802-805), EGFP (Clontech Laboratories, Inc., Numero de
Acesso do Genbank U55762), proteina fluorescente azul (BFP,
Quantum Biotechnologies, 1Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd.
West, 8° Andar, Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber,
1998, Biotechniques 24:462-471; Heim et al., 1996, Curr.
Biol. 6:178-182), proteina fluorescente amarela melhorada
(EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), luciferase (Ichiki et
al., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417), [p-galactosidase
(Nolan et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 85:2603-
2607) e Renilla (WO92/15673, W095/07463, W098/14605,
W098/26277, WO99/49019, Patentes US N° 5,292,658; 5,418,155;
5,683,888; 5,741, 668; 5,777,079; 5,804,387; 5,874,304;
5,876,995; 5,925,558).

[00193] O construto de anticorpo da invencdo também pode
compreender dominios adicionais, que sdo, por exemplo, Uteis
no isolamento da molécula ou se referem a um perfil
farmacocinético adaptado da molécula. Dominios uteis para o
isolamento de um construto de anticorpo podem ser
selecionados de motivos de peptideo ou partes
secundariamente introduzidas, que podem ser capturadas num
método de isolamento, por exemplo, uma coluna de isolamento.

Modalidades ndo limitadoras de tais dominios adicionais
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compreendem partes de peptideo conhecidas como Myc-tag, HAT-
tag, HA-tag, TAP-tag, GST-tag, dominio de ligacdo de quitina
(CBD-tag), proteina de ligacdo de maltose (MBP-tag), Flag-
tag, Strep-tag e variantes dos mesmos (por exemplo, StrepII-
tag) e His-tag. Todos os construtos de anticorpo divulgados
no presente documento caracterizados pelas CDRs
identificadas podem compreender um dominio de His-tag, que
é, em geral, conhecido como uma repeticdo de residuos de His
consecutivos na sequéncia de aminodcidos de uma molécula, de
preferéncia de cinco, e com mais preferéncia de seis residuos
de His (hexa-histidina). A His-tag pode ser situada, por
exemplo, no terminal N ou C do construto de anticorpo, de
preferéncia, estd situada no terminal C. Com a maxima
preferéncia, uma etiqueta de hexa-histidina (HHHHHH) (SEQ ID
NO: 16) ¢é 1ligada através de uma ligacdo de peptideo ao
terminal C do construto de anticorpo de acordo com a
invencdo. Adicionalmente, um sistema conjugado de PLGA-PEG-
PLGA pode ser combinado com um marcador de poli-histidina
para aplicacao de liberacéo sustentada e perfil
farmacocinético melhorado.

[00194] Modificacdes de sequéncia de aminodcidos dos
construtos de anticorpo descritos no presente documento
também sdo contempladas. Por exemplo, pode ser desejavel
aprimorar a afinidade de ligacdo e/ou outras propriedades
bioldégicas do construto de anticorpo. Variantes de sequéncia
de aminodcidos dos construtos de anticorpo sdo preparados
introduzindo mudancas de nucleotideo apropriadas no &cido
nucleico de construtos de anticorpo ou por sintese de
peptideo. Todas as modificacdes de sequéncia de aminodcidos

descritas abaixo deveriam resultar num construto de
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anticorpo que ainda retém a atividade bioldégica desejada (se
ligando a antigeno da superficie da célula alvo e a CD3) da
molécula parental ndo modificada.

[00195] O termo “aminodcido” ou “residuo de aminoacido”
tipicamente se refere a um aminodcido tendo sua definicéo
reconhecida na técnica como um aminodcido selecionado do
grupo que consiste em: alanina (Ala ou A); arginina (Arg ou
R); asparagina (Asn ou N); A&cido aspartico (Asp ou D);
cisteina (Cys ou C); glutamina (GIn ou Q); &cido glutémico
(GIu ou E); glicina (GIy ou G); histidina (His ou H);
isoleucina (He ou I): leucina (Leu ou L); lisina (Lys ou K);
metionina (Met ou M); fenilalanina (Phe ou F); prolina (Pro
ou P); serina (Ser ou S); treonina (Thr ou T); triptofano
(Trp ou W); tirosina (Tyr ou Y); e valina (VaIlI ou V), embora
aminodcidos modificados, sintéticos ou raros possam ser
usados conforme desejado. Em geral, aminodcidos podem ser
agrupados como tendo uma cadeia lateral ndo polar (por
exemplo, Ala, Cys, He, Leu, Met, Phe, Pro, Val); uma cadeia
lateral negativamente carregada (por exemplo, Asp, GIu); uma
cadeia lateral positivamente carregada (por exemplo, Arg,
His, Lys); ou uma cadeia lateral polar nado carregada (por
exemplo, Asn, Cys, GIn, GIy, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp e
Tyr) .

[00196] Modificacdes de aminodcido incluem, por exemplo,
delecbes de, e/ou insercgdbes em, e/ou substituigdes de,
residuos nas sequéncias de aminodcidos dos construtos de
anticorpo. Qualguer combinacdo de delecdo, insercdao e
substituicdo é feita para chegar ao construto final, desde
que o construto final possua as caracteristicas desejadas.

As mudancas de aminodcido também podem alterar processos
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pdés—-traducdo dos construtos de anticorpo, como mudar o numero
ou a posicdo de sitios de glicosilacéo.

[00197] Por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 aminoadcidos podem
ser inseridos, substituidos ou eliminados em cada um das
CDRs (claro, dependente do seu comprimento), enquanto que 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, ou 25 aminodcidos podem ser inseridos, substituidos
ou eliminados em cada uma das FRs. De preferéncia, insercodes
de sequéncias de aminodcidos no construto de anticorpo
incluem fusdes de terminal amino e/ou carboxilo gque variam
em comprimento desde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 residuos
até polipeptideos contendo cem ou mais residuos, bem como
insercdes intrassequéncia de residuos de aminodcidos unicos
ou multiplos. Correspondentes modificacbes podem também
realizadas dentro do terceiro dominio do construto de
anticorpo da invencgdo. Um variante de inserg¢do do construto
de anticorpo da invencdo inclui a fusdao ao terminal N ou ao
terminal C do construto de anticorpo de uma enzima ou a fusédo
a um polipeptideo.

[00198] Os sitios de maior interesse para mutagénese
substitucional incluem (mas ndo estdo limitados a) as CDRs
da cadeia pesada e/ou leve, em particular, as regides
hipervaridveis, mas alteracdes de FR na cadeia pesada e/ou
leve também sdo contempladas. As substituicdes s&o, de
preferéncia, substituicgcdes conservativas conforme descrito
no presente documento. De preferéncia, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, ou 10 aminodcidos podem ser substituidos numa CDR,
enquanto 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 ou 25 aminodcidos podem ser substituidos

nas regides estruturais (FRs), dependendo do comprimento da
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CDR ou FR. Por exemplo, se uma sequéncia de CDR abranger 6
aminodcidos, ¢é previsto gque um, dois ou trés destes
aminodcidos sejam substituidos. De modo similar, se uma
sequéncia de CDR abranger 15 aminodcidos, é previsto gque um,
dois, trés, quatro, cinco ou seis destes aminodcidos sejam
substituidos.

[00199] Um método util para a identificacdo de certos
residuos ou regides dos construtos de anticorpo que sé&o
locais preferenciais para mutagénese é chamado “mutagénese
por varredura de alanina” conforme descrito por Cunningham
e Wells em Science, 244: 1081-1085 (1989). Agui, um residuo
ou grupo de residuos—alvo dentro do construto de anticorpo
é/sdo identificado(s) (por exemplo, residuos carregados como
arg, asp, his, lys, e glu) e substituido(s) por um aminodcido
neutro ou negativamente carregado (com maxima preferéncia
alanina ou polialanina) para afetar a interacdo dos
aminodcidos com o epitopo.

[00200] Estes locais de aminoacido demonstrando
sensibilidade funcional as substituicdes sao, entéo,
refinados introduzindo variantes adicionais ou outros em, ou
para, os sitios de substituicdo. Deste modo, enquanto o sitio
ou regido para introduzir uma variacdo de sequéncia de
aminodcidos é predeterminada, a natureza da mutacdo per se
ndo precisa ser predeterminada. Por exemplo, para analisar
ou otimizar o desempenho de uma mutacdo num dado sitio,
mutagénese por varredura de alanina ou aleatdéria pode ser
conduzindo num cdédon ou regido alvo, e o variantes de
construto de anticorpo expressas sao varridas para a
combinacdo ideal de atividade desejada. Técnicas para fazer

mutacdes de substituicdo em sitios predeterminados no DNA
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tendo uma sequéncia conhecida s&o bem conhecidas, por
exemplo, mutagénese por primer M13 e mutagénese por PCR. A
varredura dos mutantes é feita usando ensaios de atividade
de ligacdo de antigeno, <como ligacdo de antigeno da
superficie da célula alvo ou CD3.

[00201] Em geral, se aminodcidos sdo substituidos numa
ou mais ou em todas as CDRs da cadeia pesada e/ou leve, é
preferencial que a sequéncia “substituida” entdo obtida seja
pelo menos 60% ou 65%, com mais preferéncia 70% ou 75%, ainda
com mais preferéncia 80% ou 85%, particularmente, e mais
particularmente, de preferéncia, 90% a 95% idéntica a
sequéncia de CDR “original”. Isto significa que é dependente
do comprimento da CDR no qual ¢é idéntica a sequéncia
“substituida”. Por exemplo, uma CDR tendo 5 aminodcidos é,
de preferéncia, 80% idéntica a sua sequéncia substituida a
fim de ter ©pelo menos um aminodcido substituido.
Consequentemente, as CDRs do construto de anticorpo podem
ter diferentes graus de identidade em relacdo a suas
sequéncias substituidas, por exemplo, CDRL1 pode ter 80%,
enquanto CDRL3 pode ter 90%.

[00202] Substituicdes preferenciais (ou reposicgdes) sao
substituigdes conservativas. Entretanto, qualquer
substituicdo (incluindo substituicdo ndo conservativa ou uma
ou mais das “substituicdes exemplificadoras” 1listadas na
Tabela 3, abaixo) estd prevista desde que o construto de
anticorpo retém sua capacidade de se ligar ao antigeno da
superficie da célula alvo através do primeiro dominio de
ligacdo e a CD3, respectivamente, CD3 épsilon através do
segundo dominio e/ou suas CDRs tém uma identidade em relacéo

a sequéncia entdo substituida (pelo menos 60% ou 65%, com
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mais preferéncia 70% a 75%, ainda com mais preferéncia 80%
a 85%, e particularmente, de preferéncia, 90% a 95% idéntica
a sequéncia de CDR “original”).

[00203] Substituicdes

conservativas sao mostradas na

Tabela 3 sob o cabecalho de “substituicdes preferenciais”.

Se tais substituigdes resultam numa mudanca na atividade
bioldégica, entdo mudancas mais substanciais, denominadas
“substituicdes exemplificadoras” na Tabela 3, ou como

adicionalmente descrito abaixo em referéncia a classes de
aminodcido, podem ser introduzidas e os produtos varridos
para uma caracteristica desejada.

Tabela 3: Substituicdes de aminoacido

Original Substituicdes Substituicgdes
Exemplificativas Preferenciais

Ala (A) val, leu, ile val

Arg (R) lys, gln, asn lys

Asn (N) gln, his, asp, lys, arg gln

Asp (D) glu, asn glu

Cys (C) ser, ala ser

Gln (Q) asn, glu asn

Glu (E) asp, gln asp

Gly (G) Ala ala

His (H) asn, gln, lys, arg arg

Ile (I) leu, val, met, ala, phe leu

Leu (L) norleucina, ile, val, met, | ile
ala

Lys (K) arg, gln, asn arg

Met (M) leu, phe, ile leu

Phe (F) leu, val, ile, ala, tyr tyr

Pro (P) Ala ala
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Ser (S) Thr thr
Thr (T) Ser ser
Trp (W) tyr, phe tyr
Tyr (Y) trp, phe, thr, ser phe
Val (V) ile, leu, met, phe, ala leu
[00204] Modificacdes substanciais nas propriedades

bioldégicas do construto de anticorpo da presente invencao
sdo realizadas selecionando substituig¢des que diferem
significativamente em seu efeito sobre a manutencdo (a) da
estrutura da estrutura principal de polipeptideo na &rea da
substituicdo, por exemplo, como uma conformagcdo helicoidal
ou de chapa, (b) da carga ou hidrofobicidade da molécula no
sitio—-alvo, ou (c) do volume da cadeia lateral. Residuos de
ocorréncia natural sao divididos em grupos com base nas
propriedades de cadeia lateral comum: (1) hidrofdbica:
norleucina, met, ala, val, leu, ile; (2) hidrofilica neutra:
cys, ser, thr, asn, gln; (3) &cido: asp, glu; (4) béasica:
his, 1lys, arg; (5) residuos que influenciam orientacdo de
cadeia: gly, pro; e (6) aromdtica: trp, tyr, phe.

[00205] Substituig¢des n&o conservadoras ird implicar na
troca de um membro de uma destas classes por outra classe.
Qualquer residuo de cisteina nd&o envolvido na manutencdo da
conformacdo apropriada do construto de anticorpo pode ser
substituido, geralmente com serina, para aprimorar a
estabilidade oxidante da molécula e evitar reticulacéo
andémala. Por outro lado, ligacdo (ou ligacdes) de cisteina
pode ser adicionada ao anticorpo para aprimorar sua
estabilidade (particularmente qgquando o anticorpo for um
fragmento de anticorpo como um fragmento de Fv).

[00206] Para sequéncias de aminodcidos, a identidade e/ou
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similaridade de sequéncia é determinada usando técnicas
padrdo conhecidas na técnica, incluindo, sem limitacdo, o
algoritmo de identidade de sequéncia local de Smith e
Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, o algoritmo de
alinhamento de identidade de sequéncias de Needleman e
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, a busca pelo método de
similaridade de Pearson e Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad.
Sci. EUA 85:2444, implementacdes computadorizadas destes
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wis.), o programa de seqguéncias Best
Fit descrito por Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res.
12:387-395, de preferéncia usando as definicdes padrdo, ou
por inspecdo. De preferéncia, o percentual de identidade é
calculado por FastDB com base nos seguintes parémetros:
penalidade de disparidade de 1; penalidade de lacuna de 1;
penalidade de tamanho de lacuna de 0,33; e penalidade de
unido de 30, “Current Methods in Sequence Comparison and
Analysis,” Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected
Methods and Applications, pédginas 127-149 (1988), Alan R.
Liss, Inc.

[00207] Um exemplo de um algoritmo util é PILEUP. PILEUP
cria um alinhamento de sequéncia multipla de um grupo de
sequéncias relacionadas usando alinhamentos em ©pares
progressivo. O mesmo também pode plotar uma &rvore mostrado
as relacdes de agrupamento usadas para criar o alinhamento.
PILEUP wusa uma simplificacdo do método de alinhamento
progressivo de Feng & Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 35:351-
360; o método é similar aquele descrito por Higgins e Sharp,

1989, CABIOS 5:151-153. Pardmetros de PILEUP uteis incluindo
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um peso de lacuna padrdo de 3,00, uma comprimento de lacuna
padrdo de 0,10 e lacunas de extremidade ponderada.

[00208] Outro exemplo de algoritmo util é o algoritmo
BLAST, descrito em: Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol.
215:403-410; Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res.
25:3389-3402; e Karin et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 90:5873-5787. Um programa BLAST particularmente util é
o programa WU-BLAST-2 que foi obtido junto a Altschul et
al., 1996, Methods in Enzymology 266:460-480. WU-BLAST-2 usa
diversos pardmetros de pesquisa, a maioria dos mesmos &
definida nos valores padrdo. Os pardmetros ajustdveis séo
definidos com os seguintes valores: periodo de sobreposicéo
=1, fracdo de sobreposicdo=0,125, limite de palavra (T)=II.
Os pardmetros HSP S e HSP S2 sdo valores dinédmicos e séo
estabelecidos pelo proéprio programa dependendo da composicédo
da sequéncia particular e da composicdo da base de dados
particular contra a qual a sequéncia de interesse estd sendo
pesquisada; entretanto, os valores podem ser ajustados para
aumentar a sensibilidade.

[00209] Um algoritmo util adicional ¢é BLAST dotado de
lacuna conforme relatado por Altschul et al., 1993, Nucl.
Acids Res. 25:3389-3402. BLAST dotado de lacuna usa
classificacdes de substituicdo BLOSUM-62; parémetro T limiar
definido em 9; o método de dois acertos para disparar
extensdes ndo dotadas de lacuna, cobrar comprimentos de
lacuna de k um custo de 10+k; Xu definido em 16, e Xg definido
em 40 para estdgio de pesquisa de base de dados e em 67 para
estdgio de saida dos algoritmos. Alinhamentos dotados de
lacuna sé&o disparados por uma classificacd@o correspondendo

a cerca de 22 bits.
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[00210] Em geral, a homologia, similaridade ou identidade
de aminodcido entre CDRs variantes individuais ou sequéncias
VH / VL sdo pelo menos 60% em relacdo as sequéncias
representadas no presente documento, e mais tipicamente com
homologias ou identidades preferencialmente crescentes de
pelo menos 65% ou 70%, com mais preferéncia pelo menos 75%
ou 80%, ainda com mais preferéncia pelo menos 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, e quase 100%. De
maneira similar, “percentual (%) de identidade de sequéncia
de A&cidos nucleicos” em relacdo a sequéncia de A&cidos
nucleicos das proteinas de ligacdo identificadas no presente
documento ¢ definido como a percentagem de residuos de
nucleotideo numa sequéncia candidato que sdo idénticos aos
residuos de nucleotideo na sequéncia de codificacdo do
construto de anticorpo. Um método especifico utiliza o médulo
BLASTN de WU-BLAST-2 definido nos parédmetros padrdo, com
periodo de sobreposicdo e fracdo de sobreposicdo definidos
em 1 e 0,125, respectivamente.

[00211] Em geral, a homologia, similaridade ou identidade
de sequéncia de &cido nucleico entre as sequéncias de
nucleotideos que codificam CDRs variantes individuais ou
sequéncias VH / VL e as sequéncias de nucleotideos
representadas no presente documento sd&o pelo menos 60%, e
mais tipicamente com homologias e identidades
preferencialmente crescentes de pelo menos 65%, 70%, 75%,
80%, 8l%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99%, e quase 100%.
Assim, uma “CDR variante” ou “regido VH / VL variante” é uma

com a homologia, similaridade ou identidade especificada em

relacdo a CDR / VH / VL parental da invencdo, e compartilha
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funcdo bioldégica, incluindo, sem limitacdo, pelo menos 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% da
especificidade e/ou atividade da CDR ou VH / VL parental.
[00212] Em uma modalidade, a percentagem de identidade
em relacdo a linha germinativa humana dos construtos de
anticorpo de acordo com a invencdo é 2 70% ou 2 75%, com
mais preferéncia 2 80% ou 2 85%, ainda com mais preferéncia
2 90%, e com méxima preferéncia =2 91%, =2 92%, 2 93%, = 94%,
2 95% ou mesmo 2 96%. Pensa-se que a identidade em relacéao
a produtos de gene de linha germinativa de anticorpo humano
é um recurso importante para reduzir o risco de proteinas
terapéuticas elicitar uma imunorresposta contra o fadrmaco no
paciente durante o) tratamento. Hwang & Foote
(“Immunogenicity of engineered antibodies”; Methods 36
(2005) 3-10) demonstram que a reducgcdo de porcdes ndo humanas
de construtos de anticorpo de farmaco leva a uma diminuicéo
do risco de induzir anticorpos antifdrmaco nos pacientes
durante o tratamento. Comparando um numero exaustivo de
farmacos de anticorpo clinicamente avaliados e oS
respectivos dados de imunogenicidade, a tendéncia € mostrada
que a humanizacdo das regides V de anticorpos torna a
proteina menos imunogénica (média 5,1% de pacientes) do que
anticorpos portando regides V ndo humanas inalteradas (média
23,59% de pacientes). Um grau de identidade mais elevado em
relacdo a sequéncias humanas ¢&, dai, desejavel ©para
terapéuticos de proteina na base de regido V sob a forma de
construtos de anticorpo. Para este propdsito de determinacéo
da identidade de linha germinativa, a regides V de VL podem

ser alinhadas as sequéncias de aminodcidos de segmentos V e
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segmentos J de linha germinativa humana (http://vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/) usando software Vector NTI e a sequéncia de
aminodcidos calculada dividindo os residuos de aminoédcido
idénticos pelo numero total de residuos de aminodcido da VL
em percentual. O mesmo pode ser para os segmentos VH
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) com a excecdo de qgque a
CDR3 VH pode ser excluida devido a sua alta densidade e a
uma caréncia de parceiros de alinhamento de CDR3 VH de linha
germinativa humana. Técnicas recombinantes podem ser, entéo,
usadas para aumentar a identidade de sequéncia a genes de
linha germinativa de anticorpo humano.

[00213] Em uma modalidade adicional, os construtos de
anticorpo biespecifico da presente invencdo exibem altos
rendimentos de mondmero sob condigdes de escala de pesquisa
padrdo, por exemplo, num processo de purificacdo de duas
etapas padrdo. De preferéncia, o rendimento de mondmero dos
construtos de anticorpo de acordo com a invencgdo é 2 0,25
mg/l de sobrenadante, com mais preferéncia 2 0,5 mg/l, ainda
com mais preferéncia 2 1 mg/l, e com maxima preferéncia 2 3
mg/l de sobrenadante.

[00214] Da mesma forma, o rendimento do isoformas de
construto de anticorpo dimérico e, dai, a percentagem de
mondémero (isto é, mondémero: (mondémero+dimero) ) dos
construtos de anticorpo podem ser determinados. A
produtividade de construtos de anticorpo monoméricos e
diméricos e a percentagem de mondmero calculada podem ser,
por exemplo, obtidas na etapa de purificagcdo de SEC de
sobrenadantes de cultura de padrdo de escala de pesquisa
padronizada em garrafas cilindricas. Em uma modalidade, a

percentagem de mondmero dos construtos de anticorpo é 2 80%,
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com mais preferéncia =2 85%, ainda com mais preferéncia 2

o

90%, e com madxima preferéncia =2 95

[00215] Em uma modalidade, os construtos de anticorpo tém
uma estabilidade de plasma preferencial (razdo de EC50 com
plasma para EC50 s/c plasma) de < 5 ou <4, com mais
preferéncia < 3,5 ou < 3, ainda com mais preferéncia < 2,5
ou £ 2, e com maxima preferéncia 1,5 ou £ 1. A estabilidade
de plasma de um construto de anticorpo pode ser testada pela
incubacdo do construto em plasma humano a 37 °C por 24 horas
seguido de determinacdo de EC50 num ensaio de citotoxicidade
de liberacdo de cromo °!. As células efetoras no ensaio de
citotoxicidade podem ser células T positivas de CD8 humano
enriquecidas estimuladas. As células alvo podem ser, por
exemplo, células de CHO transfectadas com antigeno da
superficie da célula alvo humano. A razdo entre célula
efetora e célula—-alvo (E:T) pode ser escolhida como 10:1. O
agrupamento de plasma humano usado para este propdsito é
derivado do sangue de doadores saudaveis coletados por
seringas revestidas com EDTA. Componentes celulares sao
removidos por centrifugacdo e a fase de plasma superior é
coletada e, subsequentemente, agrupada. Como controle,
construtos de anticorpo sdo diluidos imediatamente antes do
ensaio de citotoxicidade em meio RPMI-1640. A estabilidade
de plasma é calculada como uma razdo entre EC50 (apds a
incubacdo de plasma) e EC50 (controle).

[00216] E adicionalmente preferencial que a conversdo de
mondmero em dimero de construtos de anticorpo da invencéo
seja pequena. A conversadao pode ser medida sob diferentes
condigcdes e analisada por cromatografia por exclusdao de

tamanho de alto desempenho. Por exemplo, a incubacdo das

Peticao 870190110647, de 30/10/2019, pag. 134/305



117/260

isoformas monoméricas dos construtos de anticorpo pode ser
executada por 7 dias a 37 °C e concentracgdes de, por exemplo,
100 pg/mL ou 250 ug/mL numa incubadora. Sob estas condigdes,
é preferencial que os construtos de anticorpo da invencéo
mostrem uma percentagem de dimero que ¢ <5%, com mais
preferéncia <4%, ainda com mais preferéncia <3%, ainda com
mais preferéncia <2,5%, ainda com mais preferéncia <2%, ainda
com mais preferéncia <1,5%, e com maxima preferéncia <1% ou
<£0,5% ou mesmo 0%.

[00217] Também ¢é preferencial gque os construtos de
anticorpo Dbiespecifico da presente invencdo apresentem
conversdo de dimero muito baixa apds inumeros ciclos de
congelamento/descongelamento. Por exemplo, o mondmero de
construto de anticorpo é ajustado para uma concentracdo de
250 ug/mL, por exemplo, em tampdo de formulacdo genérica e
submetido a ciclos de congelamento/descongelamento
(congelando a -80 °C por 30 min seguido de descongelamento
por 30 min a temperatura ambiente), seguido de SEC de alto
desempenho para determinar a percentagem de construto de
anticorpo inicialmente monomérico, que foi convertido em
construto de anticorpo dimérico. De ©preferéncia, as
porcentagens de dimero dos construtos de anticorpo
biespecifico sdo <5%, com mais preferéncia <4%, ainda com
mais preferéncia <3%, ainda com mais preferéncia <2,5%, ainda
com mais preferéncia <2%, ainda com mais preferéncia <1, 5%,
e com maxima preferéncia <1%, ou mesmo <0,5%, por exemplo,
apdés trés ciclos de congelamento/descongelamento.

[00218] Os construtos de anticorpo lbiespecifico da
presente invencao mostram preferencialmente uma

termoestabilidade favordvel com temperaturas de agregacéao
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acima de 245 °C ou 2 50 °C, com mais preferéncia 2 52 °C ou
2 54 °C, ainda com mais preferéncia 2 56 °C ou = 57 °C, e
com maéxima preferéncia 2 58 °C ou 2 59 °C. O pardmetro de
termoestabilidade pode ser determinado em termos de
temperatura de agregacdo de anticorpo da seguinte maneira:
solugdo de anticorpo a uma concentracdo 250 npg/mL ¢é
transferida para uma cubeta de uso uUnico e colocada em
dispositivo de Dispersdo de Luz Diné&mico (DLS). A amostra é
aquecida de 40 °C para 70 °C a uma taxa de aquecimento de
0,5 °C/min com aquisicdo constante do raio medido. O aumento
do raio indicando fusdo da proteina e agregacdo ¢ usado para
calcular a temperatura de agregacdo do anticorpo.

[00219] Alternativamente, curvas de fusdo de temperatura
podem ser determinadas por calorimetria de varredura
diferencial (DSC) para determinar estabilidades de proteina
biofisica intrinsecas do construtos de anticorpo. Estes
experimentos sdo realizados usando um dispositivo VP-DSC
MicroCal LLC (Northampton, MA, EUA). A absorcdo de energia
de uma amostra contendo um construto de anticorpo é
registrada de 20 °C para 90 °C em comparacdao com uma amostra
contendo apenas o tampao de formulacao. Os construtos de
anticorpo sdo ajustados para uma concentracdao final de 250
ug/mL, por exemplo, em tampdo de corrida de SEC. Para
registro da respectiva curva de fusdo, a temperatura geral
da amostra é aumentada gradualmente. Em cada temperatura T,
a absorcdo de energia da amostra e da referéncia de tampédo
de formulacdo ¢é registrada. A diferenca na absorcdo de
energia Cp (kcal/mol/°C) da amostra menos a referéncia ¢é
plotada contra a respectiva temperatura. A temperatura de

fusdo é definida como a temperatura no primeiro maximo de
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absorcdo de energia.

[00220] Também é previsto que os construtos de anticorpo
biespecifico de antigeno da superficie da célula alvoxCD3 da
invencdo tenham uma turbidez (conforme medido por OD340 apds
concentracdo de construto de anticorpo monomérico purificado
a 2,5 mg/mL e incubacdo de um dia para o outro) de < 0,2, de
preferéncia de £ 0,15, com mais preferéncia de < 0,12, ainda
com mais preferéncia de < 0,1, e com maxima preferéncia de
< 0,08.

[00221] Em uma modalidade adicional, o construto de
anticorpo de acordo com a invencdo é estdvel a pH &acido.
Quanto mais tolerante o construto de anticorpo se comportar
em pH ndo fisioldgico como pH 5,5 (um pH que é necesséario
para executar, por exemplo, uma cromatografia de troca
iénica) ou abaixo, tal como pH 4,0 a 5,5, maior é a
recuperacdo do construto de anticorpo eluido de uma coluna
de troca idénica em relacdo a quantidade total de proteina
carregada. A recuperacao do construto de anticorpo de uma
coluna de troca idénica (por exemplo, cation) a pH 5,5 &, de
preferéncia, 2 30%, com mais preferéncia =2 40%, com mais
preferéncia 2 50%, ainda com mais preferéncia 2 60%, ainda
com mais preferéncia 2 70%, ainda com mais preferéncia 2
80%, ainda com mais preferéncia =2 90%, ainda com mais
preferéncia 2 95% e com maxima preferéncia = 99%.

[00222] Ademais, é previsto que os construtos de
anticorpo biespecifico da presente invencao exibam eficacia
terapéutica ou atividade antitumoral. Isto pode, por
exemplo, ser analisado num estudo conforme revelado no
exemplo a seguir de um modelo de xenoenxerto de tumor humano

de estagio avancado:

Peticao 870190110647, de 30/10/2019, pag. 137/305



120/260

[00223] O perito na técnica sabe como modificar ou
adaptar certos pardmetros deste estudo, como o numero de
células de tumor injetadas, o sitio de injecdo, o numero de
células T humanas transplantadas, a quantidade de construtos
de anticorpo biespecifico a ser administrada e as linhas do
tempo, enquanto ainda chega a um resultado significativo e
reproduzivel. De preferéncia, a inibicdo de crescimento de
tumor T/C [%] & < 70 ou £ 60, com mais preferéncia < 50 ou
< 40, ainda com mais preferéncia < 30 ou £ 20 e com maxima
preferéncia < 10 ou £ 5 ou mesmo < 2,5.

[00224] Em uma modalidade preferida do construto de
anticorpo da invencdo, o construto de anticorpo € um
construto de anticorpo de cadeia unica.

[00225] Também em uma modalidade preferida, o construto
de anticorpo da invencdo compreende em um dominio HLE com
uma ordem amino a carboxilo:

[00226] dobradica—-CH2-CH3-1ligante—-dobradica—-CH2-CH3.

[00227] Ainda em uma modalidade da invencdo, o dominio
CH2 de um ou preferencialmente cada um (ambos) mondmeros
polipeptidicos do terceiro dominio compreende uma ponte de
dissulfureto de cisteina de dominio intra. Como conhecido na
técnica, o termo "ponte de dissulfureto de cisteina" refere-
se a um grupo funcional com a estrutura geral R-S-S-R. A
ligacdo ¢é também designada por uma SS-ligacdo ou uma ponte
de dissulfureto e é derivada pelo acoplamento de dois grupos
tiol de residuos de cisteina. E particularmente preferido
para o construto de anticorpo da presente invencdo que as
cisteinas que formam a ponte de dissulfureto de cisteina no
construto de anticorpo maduro sdao introduzidas na sequéncia

de aminodcidos do dominio CH2 correspondente a 309 e 321
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(numeracao de Kabat).

[00228] Em uma modalidade da invencdo, um sitio de
glicosilacdo na posicdo 314 de Kabat do dominio CH2 é
removido. E preferido que esta remocdo do sitio de
glicosilacdo seja conseguida por uma substituicdo N314X, em
que X ¢é qualquer aminodcido excluindo Q. A referida
substituicdo é preferencialmente uma substituicdo N314G. Em
uma modalidade mais preferida, o referido dominio CH2
compreende, adicionalmente, as seguintes substituicdes
(posicdo de acordo com Kabat) V321C e R309C (estas
substituigdes introduzem a ponte de dissulfureto de cisteina
de dominio intra em Kabat posicdes 309 e 321).

[00229] Assume—-se que as caracteristicas preferidas do
construto de anticorpo da invencdo comparadas, por exemplo,
com o construto de anticorpo heteroFc biespecifico conhecido
na técnica (figura 1b) podem estar inter alia relacionadas
com a introducdo das modificacgdes acima descritas no dominio
CH2. Assim, prefere-se para o construto da invencd@o que os
dominios CH2 do terceiro dominio do construto de anticorpo
da invencdo compreenda ponte de dissulfureto de cisteina de
dominio intra nas posicdes Kabat 309 e 321 e/ou o sitio de
glicosilacdo na posicdo de Kabat 314 é removido por uma
substituicdo N314X como acima, de preferéncia por uma
substituicdo N314G.

[00230] Em uma outra modalidade preferida da invencao,
os dominios CH2 do terceiro dominio do construto de anticorpo
da invencdo compreenda ponte de dissulfureto de cisteina de
dominio intra nas posicgdes Kabat 309 e 321 e o sitio de
glicosilacdo na posicdo de Kabat 314 é removido por uma

substituicdo N314G.
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[00231] Em uma modalidade, a invencao fornece um
construto de anticorpo, em que:

(1) o primeiro dominio compreender dois dominios
varidveis de anticorpo e o segundo dominio compreender dois
dominios varidveis de anticorpo;

(ii) o primeiro dominio compreender um dominio variavel
de anticorpo e o segundo dominio compreender dois dominios
varidveis de anticorpo;

(iii) o primeiro dominio compreender dois dominios
varidveis de anticorpo e o segundo dominio compreender um
dominio variadvel de anticorpo; ou

(iv) o primeiro dominio compreender um dominio variavel
de anticorpo e o segundo dominio compreender um dominio
variavel de anticorpo.

[00232] Por conseguinte, o primeiro e o segundo dominio
podem ser dominios de ligacdo que compreendem cada um dois
dominios varidveis de anticorpos, tais como um dominio VH e
um VL. Exemplos de tais dominios de ligacd&o gue compreendem
dois dominios varidveis de anticorpo, quando aqui descritos
acima, e compreendem, por exemplo fragmentos Fv, fragmentos
scFv ou fragmentos Fab descritos acima. Alternativamente, um
ou ambos os dominios de ligacdo podem compreender apenas um
unico dominio wvaridvel. Exemplos para tais dominios de
ligacdo de dominio Unico, gquando aqui descritos acima, e
compreendem por exemplo, nanocorpos ou anticorpos de dominio
variadvel Unico compreendendo apenas um dominio varidvel, que
pode ser VHH, VH ou VL, que se ligam especificamente a um
antigeno ou epitopo independentemente de outras regides ou
dominios V.

[00233] Em uma modalidade preferida do construto de
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anticorpo da presente invencdo, o primeiro e segundo dominios
estdo fundidos com o terceiro dominio através de um ligante
peptidico. O ligante peptidico preferido foi descrito aqui
acima e é caracterizado pela sequéncia de aminodcidos Gly-—
Gly-Gly-Gly—-Ser, ou seja, GlysSer, ou seus polimeros, ou seja
(GlysSer)x, em que X € um numero inteiro de 1 ou maior (por
exemplo, 2 ou 3).

[00234] Em um aspecto da invencdo, o antigeno de
superficie da célula alvo ligada pelo primeiro dominio é um
antigeno tumoral, um antigeno especifico para um disturbio
imunoldégico ou um antigeno viral. O termo "antigeno tumoral",
tal como aqui utilizado, pode ser entendido como os antigenos
que sdo apresentados nas células tumorais. Esses antigenos
podem ser apresentados na superficie celular com uma parte
extracelular, que é frequentemente combinada com uma parte
transmembranar e citoplasmdtica da molécula. Esses antigenos
podem as vezes ser apresentados apenas pelas células tumorais
e nunca pelas células normais. Antigenos tumorais podem ser
exclusivamente expressos em células tumorais ou podem
representar uma mutacdo especifica do tumor em comparacédo
com células normais. Neste caso, eles sdo chamados de
antigenos especificos do tumor. Mais comuns s&o os antigenos
que sdo apresentados por células tumorais e células normais,
e sdo chamados de antigenos associados a tumores. Estes
antigenos associados a tumores podem ser sobre—-exXpressos em
comparacdo com células normais ou sdo acessiveis para a
ligacdo de anticorpos em células tumorais devido a estrutura
menos compacta do tecido tumoral em comparacdo com o tecido
normal. Exemplos n&o limitantes de antigenos tumorais, tal

como aqui utilizados, s&o CD19, CD33, EGFRvIII, MSLN, CDH19,
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FLT3, DLL3, CDH3, BCMA e PSMA.

[00235] Estd previsto que o construto de anticorpo da
invencdo, o antigeno tumoral ¢é selecionado do grupo
consistindo em CD19, CD33, EGFRvIII, MSLN, CDH19, FLT3, DLL3,
CDH3, BCMA e PSMA.

[00236] No contexto da presente invencgdo, um exemplo para
um construto de anticorpo biespecifico direcionado contra
CD19 é um construto de anticorpo que possui as CDRs, como
representado nas SEQ ID NOs: 1 a 6. O dominio de ligacao a
CD3 é caracterizado pelas CDRs, como representadas nas SEQ
ID NOs 9 a 14. Um exemplo particular no contexto da presente
invencdo ¢ um construto de anticorpo Dbiespecifico de
CD19xCD3. No contexto da presente invencdo, um exemplo para
um construto de anticorpo HLE Dbiespecifico direcionado
contra CD19 é um construto de anticorpo que possui as CDRs,
como representado nas SEQ ID NOs: 102 a 104 e 106 a 108. Um
exemplo particular no contexto da presente invencdo é um
construto de anticorpo biespecifico BCMAXCD3. No contexto da
presente invencdo, um exemplo para um construto de anticorpo
biespecifico direcionado contra CD33 ¢é um construto de
anticorpo que possui as CDRs, como representado nas SEQ ID
NOs: 29 a 31 e 34 a 36. Um exemplo particular no contexto da
presente invencdo € um construto de anticorpo biespecifico
CD33xCD3. No contexto da presente invencdo, um exemplo para
um construto de anticorpo HLE Dbiespecifico direcionado
contra CD33 é um construto de anticorpo que possui as CDRs,
como representado nas SEQ ID NOs: 29 a 31 e 34 a 36. Um
exemplo particular no contexto da presente invencdo é um
construto de anticorpo biespecifico CD33xCD3, compreendendo

um terceiro dominio para HLE. No contexto da presente
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invencao, um exemplo para um construto de anticorpo
biespecifico direcionado contra EGFRvVIII é um construto de
anticorpo que possui as CDRs, como representado nas SEQ ID
NOs: 42 a 47. Um exemplo particular no contexto da presente
invencéao é um construto de anticorpo biespecifico
EGFRvVIIIxCD3.

[00237] Em um aspecto, o construto de anticorpo da
invencdo ¢é caracterizado por possuir uma sequéncia de

aminodcidos selecionada 