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DE USO DOS MESMOS. O presente pedido fornece anticorpos de dominio Unico que direcionam
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Relatorio Descritivo de Patente de Invencdo para RECEPTORES DE ANTIGENO
QUIMERICO QUE DIRECIONAM BCMA E METODOS DE USO DOS MESMOS

Dividido do BR11 2019 002687-8, de 10/08/2017.

[0001] Este pedido reivindica os beneficios prioritarios do Pedido de Patente
Internacional PCT/CN2016/094408 depositado em 10 de agosto de 2016, cujos conteidos

sdo aqui incorporados por referéncia na sua totalidade.

APRESENTACAO DE LISTAGEM DE SEQUENCIAS EM ARQUIVO DE TEXTO
ASCII

[0002] O conteudo da seguinte apresentacdo em arquivo de texto ASCII é aqui incorporado
por referéncia na sua totalidade: uma forma legivel por computador (CRF) da Listagem de
Sequéncias (nome do arquivo:761422000640SEQLISTING. txt, data registrada:10 de
agosto de 2017, tamanho:520 KB).

CAMPO DO PRESENTE PEDIDO
[0003] A presente invencao se refere a anticorpos de dominio Unico, receptores de antigeno
quimeéricos e células efetoras imunes engenheiradas que direcionam BCMA e métodos de

uso dos mesmos.

FUNDAMENTO DO PRESENTE PEDIDO

[0004] Com o desenvolvimento de imunoterapia tumoral e tecnologia clinica, a
imunoterapia com células T de receptor de antigeno quimérico (CAR-T) é agora uma das
abordagens de imunoterapia tumoral mais promissoras. Com o desenvolvimento de
imunoterapia e tecnologia médica, uma imunoterapia com células T de receptor de antigeno
quimérico (CAR) é agora uma das abordagens de imunoterapia tumoral mais promissoras.
O dominio de ligacdo ao antigeno extracelular pode compreender um fragmento variavel de
cadeia unica (scFv) visando um antigénio tumoral identificado. Os CARs podem ser
expressos na superficie das células T usando técnicas de transfeccéo de genes. Apos a ligacdo
ao antigeno do tumor alvo, os CARs podem ativar as células T para iniciar a resposta
antitumoral especifica de uma maneira dependente do antigeno sem ser limitada pela
disponibilidade de complexos principais de histocompatibilidade (MHC) especificos para o

antigeno do tumor alvo.
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[0005] Anticorpos de dominio unico (sdAbs) sdo diferentes dos anticorpos convencionais
de 4 cadeias possuindo um dominio variavel de anticorpo monomérico unico. Por exemplo,
camelideos e tubardes sdAbs denominados anticorpos de cadeia pesada (HCAbs), que
naturalmente carecem de cadeias leves. O fragmento de ligacdo ao antigeno em cada braco
dos anticorpos da cadeia pesada do camelideo possui um dominio variavel de cadeia pesada
(VnH), que pode ter alta afinidade com um antigeno sem o auxilio de uma cadeia leve. O
VuH de camelideo € conhecido como o fragmento de ligagdo ao menor antigeno funcional
com um peso molecular de aproximadamente 15 kD.

[0006] A mielomia multipla (MM) é uma doenca maligna do plasma agressivo incuravel,
que é categorizada como uma neoplasia de células B e prolifera no método incontrolavel na
medula 6ssea, interferindo com a producdo metabdlica normal de células sanguineas e
causando lesdes Osseas dolorosas (Garfall, A. L. et al., Discovery Med. 2014, 17, 37). A
mielomia multipla pode apresentar-se clinicamente com hipercalcemia, insuficiéncia renal,
anemia, lesbes Osseas, infec¢des bacterianas, hiperviscosidade e amiloidose (Robert Z.
Orlowski, Cancer Cell. 2013, 24(3)). De acordo com a investigacdo e as estatisticas, cerca
de 86. 000 pacientes serdo diagnosticados a cada ano com mielomia, e cerca de 63.000
pacientes morrem todos os anos com complicacdes relacionadas a doenca (Becker, 2011).
Por causa do envelhecimento populacional, prevé-se que o nimero de casos de mieloma
aumentara ano a ano. Como muitos tipos de cancer, ndo existe uma causa conhecida de
mieloma mdaltiplo e nenhuma cura. Alguns tratamentos para mieloma maultiplo sao
semelhantes aos tratamentos para outros tipos de cancer, como quimioterapia ou
radioterapia, transplante de células-tronco ou transplante de medula &ssea, terapia
direcionada ou terapia bioldgica (George, 2014). As imunoterapias de células baseadas em
anticorpos demonstraram beneficios clinicos substanciais para pacientes com neoplasias
hematologicas, particularmente no linfoma ndo Hodgkin de células B. Embora as terapias
atuais para mieloma multiplo levem a remiss@es, quase todos os pacientes acabam recaindo.
Existe a necessidade de um agente imunoterapéutico eficaz para tratar o mieloma multiplo.

[0007] O LCAR-B38M divulgado na presente invencdo é um BCMA bivalente que tem
como alvo CAR-T e que ja demonstrou vantagens clinicas em termos de seguranca e eficacia
no tratamento de pacientes com mieloma multiplo refratario ou recidivado em um ensaio

clinico. Em um ensaio clinico inicial, 33 de 35 (94%) pacientes tiveram remissao
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clinica de mieloma mdltiplo ao receber células T-CAR LCAR-B38M. A maioria dos
pacientes teve apenas efeitos colaterais leves. O estudo foi apresentado pelo principal
inventor na reunido anual da ASCO 2017 (Resumo LBA3001) e na coletiva de imprensa que

recrutou ampla cobertura da midia. (http://www. ascopost. com/News/55713).

[0008] No geral, a taxa de resposta objetiva foi de 100% e 33 pacientes (94%) tiveram uma
remissdo clinica evidente de mieloma (resposta completa, resposta parcial muito boa ou
resposta parcial) dentro de 2 meses apds o recebimento das células T CAR. Apds seguir o
grupo por um periodo de mais de 4 meses, dos 19 pacientes, 14 alcangaram critérios de
resposta completa rigorosos, 1 paciente atingiu resposta parcial e 4 pacientes obtiveram
critérios de remissdo parcial muito bons em eficacia.

[0009] Como o excelente perfil de eficacia e seguranca obtido do estudo clinico LCAR-
B38M é significativamente superior ao de alguns outros estudos de BCMA CAR-T relatados
ao mesmo tempo na ASCO, os trabalhos foram amplamente reconhecidos como um “avango
revolucionario” no campo da imunoterapia. E notavel que todas estas concepgdes de BCMA
CAR sdo CAR convencionais em que o dominio de ligacdo ao antigeno BCMA é composto
por um anticorpo ScFv monovalente.

[0010] As divulgagdes de todas as publicacOes, patentes, pedidos de patente e pedidos de

patente publicados aqui referidos sdo aqui incorporados por referéncia na sua totalidade.

BREVE SUMARIO DO PRESENTE PEDIDO

[0011] O presente pedido proporciona anticorpos de dominio Unico anti-BCMA (sdAb),
receptores de antigeno quimérico (CARs) compreendendo um ou mais sdAbs anti-BCMA
(tais como fragmentos de VnH), células efetoras imunes engenheiradas e métodos de uso
das mesmas na imunoterapia do cancer.

[0012] Um aspecto do presente pedido proporciona um sdAb anti-BCMA compreendendo
as regides CDR de qualquer uma das SEQ ID NOs:115-152. Em algumas modalidades, o
sdAb anti-BCMA compreende qualquer um dos seguintes:(1) uma CDR1 compreendendo a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:1; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:39; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:77; (2) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:2; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:40; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:78; (3) uma CDR1

compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:3; uma
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CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:41; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:79; (4) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:4; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:42; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:80; (5) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:5; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:43; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:81; (6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:6; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:44; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:82; (7) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:7; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:45; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:83; (8) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:8; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:46; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:84; (9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:9; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:47; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:85; (10) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:10; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:48; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:86; (11) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:11; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:49; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:87; (12) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:12;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:50; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:88; (13) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:13; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:51; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:89; (14) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:14; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:52; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:90; (15) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:15; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:53; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:91; (16) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:16; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:54; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:92; (17) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:17;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:55; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:93; (18) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:18; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:56; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:94; (19) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:19; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:57; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:95; (20) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:20;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:58; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:96; (21) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:21; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:59; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:97; (22) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:22; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:60; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:98; (23) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:23;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:61; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:99; (24) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:24; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:62; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:100; (25) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:25; uma CDR2
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compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:63; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:101; (26) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:26; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:64; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:102; (27) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:27; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:65; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:103; (28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:28;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:66; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:104; (29) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:29; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:67; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:105; (30) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:30; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:68; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:106; (31) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:31;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:69; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:107; (32) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:32; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:70; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:108; (33) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:33; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:71; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:109; (34) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:34;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:72; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:110; (35) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:35; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:73; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:111; (36) uma CDR1
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:36; uma CDR2
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:74; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:112; (37) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:37; uma CDR2
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:75; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:113; or (38) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:38; uma CDR2
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:76; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:114. Em algumas
modalidades, o sdAb anti-BCMA compreende um dominio VyiH compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:115-152.
[0013] Em algumas modalidades, é proporcionado um anticorpo anti-BCMA de cadeia
pesada (HCAB) ou uma proteina de ligacdo ao antigeno compreendendo qualquer um dos
sdAbs anti-BCMA descritos acima. Sdo também proporcionados epitopos BCMA que
qualquer um dos sdAbs anti-BCMA descritos acima se ligam especificamente a anticorpos
anti-BCMA (tais como sdAbs anti-BCMA) que competem com qualquer um dos sdAbs
anti-BCMA descritos acima.

[0014] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos sdAbs anti-BCMA
descritos acima, o sdAb anti-BCMA é um anticorpo de camelideo. Em algumas
modalidades, o sdAb anti-BCMA é um anticorpo quimérico. Em algumas modalidades, o
sdAb anti-BCMA é humanizado. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é um
fragmento de VxH.

[0015] Um aspecto do presente pedido proporciona um receptor de antigeno quimérico
BCMA compreendendo um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular compreendendo um sdAb anti-BCMA (tal como qualquer um dos
sdAbs anti-BCMA descritos acima); (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizacdo intracelular. Em algumas modalidades, o CAR é monoespecifico. Em algumas
modalidades, o CAR é monovalente. Em algumas modalidades, o CAR é multivalente (como
bivalente ou trivalente). Em algumas modalidades, o CAR é multiespecifico (como
biespecifico). Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreende pelo menos dois sdAbs anti-BCMA (como qualquer um ou mais dos sdAbs

anti-BCMA descritos acima).
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[0016] Um aspecto do presente pedido proporciona um receptor de antigeno quimérico
multivalente (CAR) compreendendo um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de
ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA
e uma segunda fracdo de ligagdo ao BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e (c) um
dominio de sinalizacdo intracelular. Em algumas modalidades, uma ou mais da primeira
fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA ¢é um sdAb anti-
BCMA. Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA é um primeiro
sdAb anti-BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA é um segundo sdAb anti- BCMA.
Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA é um sdAb anti- BCMA e
a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA é derivada de um anticorpo humano. Em algumas
modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA € um sdAb anti-BCMA e a segunda
fracdo de ligagdo ao BCMA é um ligando polipeptidico de BCMA. Em algumas
modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA
ligam-se especificamente ao mesmo epitopo no BCMA. Em algumas modalidades, a
primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA ligam-se
especificamente a diferentes epitopos em BCMA. Em algumas modalidades, a primeira
fracdo de ligagdo ao BCMA e/ou a segunda fracdo de ligagdo ao BCMA se liga
especificamente a um epitopo em BCMA derivado de uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir de SEQ ID NOs:388-394. Em algumas modalidades, a primeira fracdo
de ligacdo ao BCMA se liga especificamente a um epitopo derivado da SEQ ID NO:389 e/ou
390. Em algumas modalidades, a segunda fracdo de ligagdo ao BCMA se liga
especificamente a um epitopo derivado da SEQ ID NO:391 e/ou 392.

[0017] Um aspecto do presente pedido proporciona um receptor de antigeno quimérico
multivalente (como bivalente ou trivalente) compreendendo um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA (tal como qualquer um dos sdAbs anti-BCMA descritos acima)
e um segundo sdAb anti-BCMA (tal como qualquer um dos sdAbs anti-BCMA descritos
acima); (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular. Em
algumas modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA e o segundo sdAb anti-BCMA ligam-
se especificamente a0 mesmo epitopo no BCMA. Em algumas modalidades, o primeiro
sdAb anti-BCMA e o segundo sdAb anti-BCMA ligam-se especificamente a epitopos
diferentes em BCMA. Em algumas modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA e/ou o
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segundo sdAb anti-BCMA se liga especificamente a um epitopo em BCMA derivado de
uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir de SEQ ID NOs:388-394. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA se liga especificamente a um epitopo derivado
da SEQ ID NO:389 e/ou 390. Em algumas modalidades, o segundo sdAb anti-BCMA se liga
especificamente a um epitopo derivado da SEQ ID NO:391 e/ou 392.

[0018] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos CARs multivalentes
proprocionados acima, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, o primeiro
sdAb anti-BCMA) esta localizado no N-terminal da segunda fracdo de ligacdo ao BCMA
(por exemplo, o segundo sdAb anti-BCMA). Em algumas modalidades, a primeira fracdo de
ligacdo ao BCMA (por exemplo, o primeiro sdAb anti-BCMA) estad localizado no C-
terminal da segunda fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, o segundo sdAb anti-
BCMA). Em algumas modalidades, a primeira fragdo de ligagdo ao BCMA (por exemplo, o
primeiro sdAb anti-BCMA) e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, o
segundo sdAb anti-BCMA) sdo diretamente fundidos entre si através de uma ligacéo
peptidica. Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo,
0 primeiro sdAb anti-BCMA) e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, 0
segundo sdAb anti-BCMA) s&o fundidos um ao outro através de um ligante peptidico. Em
algumas modalidades, o ligante peptidico ndo tem mais que cerca de 50 (tal como ndo mais
que qualguer um 35, 25, 20, 15, 10 ou 5) aminoacidos de comprimento. Em algumas
modalidades, o ligante peptidico compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada de
SEQ ID NOs:208-215.

[0019] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos CARs (incluindo
CARs multivalentes) descritos acima, o dominio transmembranar € derivado de uma
molécula selecionada do grupo que consiste em CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86,
CD152 e PD1. Em algumas modalidades, o dominio transmembranar ¢ derivado de CD8a
ou CD28. Nas modalidades preferenciais, o dominio transmembranar compreende a
sequéncia de aminodacidos de SEQ ID NO:193 ou 194.

[0020] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos CARs (incluindo
CARs multivalentes) descritos acima, o dominio de sinalizagéo intracelular compreende um
dominio de sinalizacéo intracelular primario de uma célula efetora imune (como um Célula

T). Em algumas modalidades, o dominio de sinalizag¢do intracelular priméario é
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derivado de CD3a. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo intracelular primario
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:197 ou 198.

[0021] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos CARs (incluindo
CARs multivalentes) descritos acima, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um
dominio de sinalizagdo coestimulador. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacao
coestimulador é derivado de uma molécula coestimuladora selecionada do grupo que
consiste em CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS,

CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 e combina¢des dos mesmos. Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo coestimulador compreende um dominio
citoplasmatico de CD28 e/ou um dominio citoplasméatico de CD137. Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo coestimulador compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:195 e/ou SEQ ID NO:196.

[0022] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos CARs (incluindo
CARs multivalentes) descritos acima, 0 CAR também compreende um dominio de dobradiga
localizado entre o C-termina do dominio de ligacdo do antigeno extracelular e 0 N-terminal
do dominio transmembranar. Em algumas modalidades, o dominio de dobradica é derivado
do CD8a. Em algumas modalidades, o dominio da dobradi¢a compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:192.

[0023] Em algumas modalidades de acordo com qualquer um dos CARs (incluindo
CARs multivalentes) descritos acima, o CAR compreende ainda um peptideo de sinal
localizado no N-terminal do polipeptideo. Em algumas modalidades, o peptideo de sinal é
derivado de uma molécula selecionada do grupo que consiste em CD8a, receptor GM- CSFa
e cadeia pesada IgG1l. Em algumas modalidades, o peptideo de sinal ¢ derivado de CD8a.
Em algumas modalidades, o peptideo de sinal compreende a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:191.

[0024] Um aspecto do presente pedido proporciona um CAR conforme listado nas Tabelas
4 e 5. Em algumas modalidades, 0 CAR é uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste em SEQ ID NOs:216-256 e 298-335.

[0025] Um aspecto do presente pedido proporciona um polipeptideo compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:115-
152, 216-256 e 298-335.
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[0026] Um aspecto do presente pedido proporciona um 4&cido nucleico isolado
compreendendo uma sequéncia de acido nucleico que codifica qualquer um dos sdAbs anti-
BCMA ou CARs (incluindo CARs multivalentes) descritos acima. Em uma modalidade, a
sequéncia de acido nucleico € selecionada do grupo que consiste em SEQ 1D NOs:153-190,
257-297 e 336-373. Em algumas modalidades, o acido nucleico isolado compreende ainda
uma primeira sequéncia de acido nucleico que codifica um primeiro CAR, em que a segunda
sequéncia de acido nucleico que codifica o segundo CAR ¢ operacionalmente ligada a
primeira sequéncia de acido nucleico através de uma terceira sequéncia de &cido nucleico
que codifica um peptideo de clivagem automatica, tal como um peptideo T2A, P2A ou F2A.
Em que a terceira sequéncia de acido nucleico é SEQ ID NO:385. Em algumas modalidades,
o0 acido nucleico isolado ¢ um molécula de DNA. Em algumas modalidades, o acido nucleico
isolado € uma molécula de RNA.

[0027] Um aspecto do presente pedido proporciona um vetor compreendendo qualquer um
dos acidos nucleicos isolados descritos acima. Em algumas modalidades, o vetor € um vetor
de expressdao. Em algumas modalidades, o vetor é um vetor viral. Em algumas modalidades,
0 vetor € um vetor lentiviral. Em algumas modalidades, o vetor é um vetor ndo viral.

[0028] Um aspecto do presente pedido proporciona uma célula efetora imune engenheirada,
compreendendo qualquer um dos CARs (incluindo CARs multivalentes) proporcionados
acima ou qualquer um dos acidos nucleicos isolados descritos acima, ou qualquer um dos
vetores descritos acima. Em algumas modalidades, a célula efetora imune € uma célula T,
uma célula NK, uma célula mononuclear de sangue periférico (PBMC), uma célula-tronco
hematopoiética, uma célula-tronco pluripotente ou uma célula-tronco embrionaria. Em
algumas modalidades, a célula efetora imune é uma célula T.

[0029] Um aspeto do presente pedido proporciona uma composicdo farmacéutica
compreendendo qualquer uma das células efetoras imunes engenheiradas descritas acima e
um transportador farmaceuticamente aceitavel. E também proporcionado um método para
tratar o cancer num individuo, compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de qualquer uma das composi¢Ges farmacéuticas descritas acima. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune engenheirada é autéloga. Em algumas modalidades, a
célula efetora imune engenheirada é alogénica. Em algumas modalidades, o cancer € um

cancer liquido. Em algumas modalidades, o cancer ¢ mieloma madaltiplo, leucemia
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linfoblastica aguda ou leucemia linfocitica cronica. Em algumas modalidades, o cancer é um
cancer solido, tal como glioblastoma. Em algumas modalidades, o cancer € mieloma
multiplo refratario ou recidivado.

[0030] Um aspecto do presente pedido proporciona uma composicdo farmacéutica
compreendendo qualquer um dos sdAbs anti-BCMA descritos acima e um transportador
farmaceuticamente aceitavel. Em algumas modalidades, é proporcionado um método de
tratamento de uma doenca (tal como cancer) num individuo, compreendendo administrar ao
individuo uma quantidade eficaz da composi¢do farmacéutica.

[0031] Também sdo proporcionados métodos de uso, kits e artigos de fabricacdo que
compreendem qualquer um dos sdAbs anti-BCMA, CARs (incluindo CARs multivalentes),

células efetoras imunes engenheiradas, acidos nucleicos isolados ou vetores descritos acima.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0032] As FIGs. 1A-1B mostram os resultados de um ensaio de citotoxicidade in vitro de
células T que expressam CARs monoespecificos exemplificativos compreendendo véarios
sdAbs anti-BCMA contra células RPMI18226.Luc (FIG. 1A), ou células UB7MG.Luc (FIG.
1B).

[0033] As FIGs. 2A-2C mostram os resultados de um ensaio de citotoxicidade in vitro de
células T que expressam CARs monoespecificos exemplificativos compreendendo véarios
sdAbs anti-BCMA contra céelulas RPMI8226.Luc (FIG. 2A), células K562.BCMA.Luc
(FIG. 2B), ou células K562.CD19.Luc (FIG. 2C).

[0034] A FIG. 3 mostra resultados de um ensaio de liberagdo de IFNy in vitro de células
T que expressam CARs monoespecificos exemplificativos compreendendo vérios sdAbs
anti-BCMA contra células K562.BCMA.Luc.

[0035] As FIGs. 4A-4C mostram os resultados de um ensaio de citotoxicidade in vitro de
células T que expressam CARs BCMA multivalentes exemplificativas contra células
RPMI8226.Luc (FIGs. 4A-4B) ou células US7TMG.Luc (FIG. 4C).

[0036] As FIGs. 5A-5E mostram os resultados de um ensaio de citotoxicidade in vitro de
células T que expressam CARs BCMA bivalentes exemplificativos contra células
RPMI8226.Luc (FIG. 5A), células K562.CD19.Luc (FIG. 5B), células A549.Luc (FIG.
5C), células U87MG.Luc (FIG. 5D) ou células Raji.Luc (FIG. 5E).
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[0037] A FIG. 5F mostra resultados de um ensaio de citotoxicidade in vitro de células T
que expressam CAR BCMA bivalentes exemplificativos contra células K562.BCMA.Luc e
ceélulas K562. CD38. Luc.

[0038] A FIG. 6A mostra resultados de um ensaio de liberacao de IFNy in vitro de células
T que expressam CARs BCMA bivalentes exemplificativas contra células K562.BCMA.Luc
em duas razdes de celulas efetoras diferentes para as células alvo.

[0039] AFIG. 6B mostra os resultados de um ensaio de liberacdo de IFNy in vitro de células
T que expressam CARs BCMA bivalentes exemplificativos contra células RPMI18226.Luc,
A549.Luc, K562. CD38. Luc e Raji.Luc.

[0040] As Figuras 7A-7C mostram a ligacao de trés fragmentos VHH exemplificativos a
celulas K562.BCMA.Luc e células K562. CD38. Luc (controle negativo).

[0041] A FIG. 8A mostra uma estrutura cristalina do dominio extracelular de BCMA. A
FIG. 8B mostra peptideos de epitopos de BCMA.

[0042] As FIGs 9A-9B mostram resultados de ensaios de mapeamento de epitopo de VHH1
e VHH2.

[0043] A FIG. 10 mostra resultados de um ensaio de ligacdo competitiva utilizando células
CHO-BCMA.

[0044] AFIG. 11 mostra a citotoxicidade in vitro de células T derivadas de doadores que
expressam LCAR-B38M contra células RPMI18226.Luc

[0045] A FIG. 12A mostra a citotoxicidade in vitro de células T-CAR de LCAR-B38M
preparadas a partir de um doador selecionado contra células RPMI18226.LucAs FIGs. 12B-
12E mostra a atividade antitumoral in vivo de células T-CAR LCAR-B38M em modelo de
camundongos xenoenxertados tumorais. A FIG. 12B mostra dados de imageamento de
bioluminescéncia em camundongos tratados com CAR-T LCAR-B38M e camundongos
tratados com células T ndo transduzidas (UnT). A FIG. 12C mostra a concep¢édo do estudo
e imagens de bioluminescéncia de camundongos no grupo CAR-T e no grupo UnT. A FIG.
12D mostra imagens de figados de camundongos tratados com UnT. A FIG. 12E mostra um
ensaio de luciferase ex vivo validando tumores nos figados de camundongos tratados com
UnT.

[0046] As FIGs. 13A-13F mostram parametros clinicos de dois macacos tratados com
células T-CAR LCAR-B38M. Os parametros clinicos monitorizados no estudo incluem a

temperatura corporal (FIG. 13A), peso corporal (FIG. 13B), Contagem de Sangue
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Completa (CBC, FIGs. 13C e 13D), bem como os niveis de quimica e citocinas no soro
(FIGs. 13E e 13F).

[0047] AsFIGs. 14A-C mostram os ensaios de citotoxicidade in vitro sobre células T- CAR
LCAR-B38M e células T-CAR LCAR-B27S preparadas a partir dos mesmos trés pacientes
com mieloma multiplo, respectivamente. A FIG. 14A mostra os resultados de citotoxicidade
in vitro de células T-CAR LCAR-B38M e celulas T-CAR LCAR-B27S preparadas a partir
de paciente com mieloma multiplo A. A FIG. 14B mostra os resultados de citotoxicidade in
vitro de células T-CAR LCAR-B38M e células T-CAR LCAR-B27S preparadas a partir de
paciente com mieloma maultiplo B. A FIG. 14C mostra os resultados de citotoxicidade in
vitro de células T-CAR LCAR-B38M e células T-CAR LCAR-B27S preparadas a partir de
pacientes com mieloma mdltiplo C.

[0048] A FIG. 15A compara as estruturas de um CAR baseado em VyH e um CAR
convencional baseado em scFv. A estrutura esquematica a esquerda mostra um CAR
monovalente monospecifico exemplificativo que possui um dominio de ligacdo de antigeno
extracelular compreendendo um dominio VHH. A estrutura esquematica a direita mostra um
CAR monovalente monospecifico exemplificativo que possui um dominio de ligacdo de
antigeno extracelular compreendendo um dominio scFv.

[0049] A FIG. 15B compara as estruturas de um CAR baseado em VyH tendo dois sitios
de ligacéo ao antigeno e um CAR baseado em scFv convencional tendo dois sitios de ligagéo
ao antigeno. A estrutura esquematica a esquerda ¢ um CAR exemplificativo que possui um
dominio de ligacdo do antigeno extracelular compreendendo dois dominios VuH. Os dois
dominios V4H podem ser os mesmos ou diferentes. A estrutura esquematica a direita mostra
um CAR exemplificativo possuindo um dominio de ligagdo de antigeno extracelular
compreendendo dois dominios scFv. Os dois dominios scFv podem ser iguais ou diferentes.
[0050] A FIG. 15C mostra estruturas esquematicas exemplificativas de CARs bivalentes €
biespecificos baseados em VyH. A estrutura esquematica no painel superior esquerdo mostra
um CAR exemplificativo de monoepitopo, bivalente possuindo um dominio de ligacéo do
antigeno extracelular compreendendo dois dominios idénticos VyH, cada um dos quais se
liga especificamente ao epitopo 1 do antigeno A. A estrutura esquematica no painel superior
direito mostra um CAR exemplificativo bivalente de monoepitopo que possui um dominio

de ligacdo de antigeno extracelular compreendendo um primeiro
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dominio VHH especificamente ligando ao epitopo 1 do antigeno A, e um segundo dominio
VuH especificamente ligando ao epitopo 2 do antigeno A. O epitopo 1 e o epitopo 2 do
antigeno A podem ser diferentes nas suas estruturas e/ou sequéncias. A estrutura
esquematica no painel inferior esquerdo mostra um CAR bispecifico exemplificativo
possuindo um dominio de ligagdo de antigeno extracelular compreendendo um primeiro
dominio VuH especificamente ligando ao antigeno A, e um segundo dominio VuH
especificamente ligando o antigeno B. O antigeno A e o antigeno B séo antigenos diferentes.
[0051] A FIG. 15D mostra estruturas esquematicas de CARs exemplificativos baseados
em VuH com trés o0 mais dominios VyH. Os CARs podem ter uma pluralidade de dominios
VuH fundidos um ao outro diretamente ou através de ligantes peptidicos. Os dominios VyH
podem ser iguais ou diferentes. Dominios diferentes VyH podem se ligar especificamente a
epitopos diferentes no mesmo antigeno ou antigenos diferentes.

[0052] A FIG. 15E mostra células efetoras imunes modificadas exemplificativas que
coexpressam dois CARs diferentes baseados em VuH. A célula efetora imune modificada
exemplificativa no painel esquerdo coexpressa dois CARs monospecificos e monovalentes
diferentes. A célula efetora imune engenheirada no painel central coexpressa um CAR
monospecifico, monovalente e um CAR biespecifico ou bivalente. A célula efetora imune
engenheirada exemplificativa no painel direito coexpressa dois CARs diferentes biesféricos
ou bivalentes. Os CARs podem reconhecer diferentes antigenos.

DESCRICAO DETALHADA DO PRESENTE PEDIDO

[0053] O presente pedido proporciona anticorpos anti-BCMA de dominio unico (sdAb) e
receptores de antigeno quimérico (CARs) compreendendo um dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular compreendendo uma ou mais fracdes de ligacdo ao BCMA (tais como
sdAbs anti-BCMA). CARs multivalentes compreendendo pelo menos duas fracdes de
ligacdo (tais como sdAbs) que se ligam especificamente a um Unico antigeno também séo
proporcionados. Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona CARs
multivalentes (tais como bivalentes ou trivalentes) compreendendo pelo menos dois sdAbs
anti-BCMA. Em algumas modalidades, os pelo menos dois sdAbs anti-BCMA s&o sdAbs
anti-BCMA diferentes que se ligam especificamente a epitopos diferentes em BCMA. Os
sdAbs anti-BCMA, CARs e celulas imunes engenheirados expressando CARs descritos no

presente pedido sdo agentes Uteis para o tratamento do cancer.
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[0054] Notavelmente, o presente pedido demonstrou eficacia superior de CARs biepitopo
bivalentes compreendendo dois sdAbs anti-BCMA tendo como alvo diferentes epitopos
BCMA (por exemplo, LCAR-B38M), no tratamento do mieloma multiplo em pacientes
humanos. Em uma andlise interina de um ensaio clinico de Fase I/11, 100% dos pacientes
com mieloma mdltiplo recidivado ou refratario responderam ao tratamento LCAR-B38M
CAR-T. 94% dos pacientes tiveram remissao clinica evidente de mieloma dentro de dois
meses apos receberem o tratamento com CAR-T. Os pacientes que atingiram os critérios de
resposta completa rigorosa (RCS) permaneceram livres de doenca residual minima apds
mais de um ano de tratamento com CAR-T. Além disso, o tratamento com LCAR-B38M
CAR-T foi bem tolerado pelos pacientes, pois a maioria dos pacientes apresentou apenas
sindrome de liberacdo de citocinas leve e gerenciavel, um efeito colateral comum da terapia
baseada em células T-CAR. Nenhum paciente apresentou efeitos colaterais neuroldgicos.
Em comparagdo, um estudo clinico piloto de um CAR monovalente contendo um unico sdAb
anti-BCMA mostrou menor taxa de resposta objetiva e taxa de remissdo completa, e maior
taxa de recidiva entre os pacientes tratados. Antes deste pedido, todos os CARs BCMA em
estudos clinicos tinham apenas uma fracéo de ligacdo ao BCMA no dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular. A eficacia clinica e seguranca melhoradas dos CARs BCMA
multivalentes da presente invenc¢do sdo inesperadas.

[0055] Consequentemente, um aspecto do presente pedido proporciona um CAR
multivalente compreendendo um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacéo
ao antigeno extracelular compreendendo uma pluralidade de um anticorpo de dominio Unico
(sdAb) que se liga especificamente ao BCMA; (b) um dominio transmembranar; e

(c) um dominio de sinalizacdo intracelular.

[0056] Noutro aspecto, é proporcionado um CAR multivalente compreendendo um
polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-
BCMA) que liga especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fracdo
de ligacdo ao BCMA (como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um
segundo epitopo do BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de

sinalizacéo intracelular, em que o primeiro epitopo é diferente do segundo epitopo.
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[0057] Proporcionam-se ainda os novos sdAbs e CARs anti-BCMA compreendendo
qualquer um ou mais dos sdAbs anti-BCMA aqui descritos.

[0058] As celulas efetoras imunes engenheiradas (tais como células T) que compreendem
os CARs, composicdes farmacéuticas, kits, artigos de fabricacdo e métodos de tratamento
de cancer usando as células efetoras imunes engenheiradas ou os sdAbs também sdo aqui

descritas.

I. Definicoes

[0059] O termo "anticorpo” inclui anticorpos monoclonais (incluindo anticorpos de 4
cadeias de comprimento total ou anticorpos de cadeia pesada de comprimento total que
possuem uma regido Fc de imunoglobulina), composi¢des de anticorpos com especificidade
poliepitopica, anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos, diacorpos
e moléculas de cadeia Unica), bem como fragmentos de anticorpos (por exemplo, Fab,
F(ab')2, e Fv). O termo "imunoglobulina” (lg) é usado permutavelmente com "anticorpo"
neste documento. Os anticorpos aqui contemplados incluem anticorpos de dominio Unico,
tais como anticorpos de cadeia pesada apenas.

[0060] A unidade basica de anticorpo de 4 cadeias € uma glicoproteina heterotetramerica
composta por duas cadeias leves L) idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Um
anticorpo IgM consiste em 5 das unidades heterotetraméricas basicas juntamente com um
polipeptideo adicional chamado cadeia J e contém 10 sitios de ligagcdo ao antigeno, enquanto
0s anticorpos IgA compreendem de 2-5 das unidades bésicas de 4 cadeias que podem
polimerizar para formar conjuntos polivalentes em combinagdo com a cadeia J. No caso de
IgGs, a unidade de 4 cadeias geralmente é de cerca de 150. 000 Daltons. Cada cadeia L esta
ligada a uma cadeia H por uma ligacédo de dissulfeto covalente, enquanto as duas cadeias H
estdo ligadas entre si por uma ou mais ligagOes de dissulfeto, dependendo do isotipo de
cadeia H. Cada cadeia H e L também tem pontes de dissulfeto intracadeia regularmente
espacadas. Cada cadeia H tem no N-terminal, um dominio varidvel (Vn) seguido por trés
dominios constantes (Ch) para cada uma das cadeias o e y e quatro dominios Cy para isotipos
e €. Cada cadeia L tem no N-terminal, um dominio variavel (VV.) seguido de um dominio
constante na sua outra extremidade. O Vesté alinhado com o0 VH e 0 Ci esta alinhado com
0 primeiro dominio constante da cadeia pesada (Cnl). Acredita-se que os residuos de

aminoacidos especificos formem uma interface entre o0s
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dominios variaveis de cadeia leve e de cadeia pesada. O pareamento de Vn e VL juntos
formam um Unico sitio de ligacéo ao antigeno. Para a estrutura e propriedades das diferentes
classes de anticorpos, ver por exemplo, Basic and Clinical Immunology, 8th Edition, Daniel
P. Sties, Abba I. Terr and Tristram G. Parsolw (eds), Appleton & Lange, Norwalk, Conn.,
1994, page 71 and Chapter 6. A cadeia L a partir de quaisquer espécies de vertebrados pode
ser atribuida a um dos dois tipos claramente distintos, chamado kappa e lambda, com base
nas sequéncias de aminoacido de seus dominios constantes. Dependendo da sequéncia de
aminoacidos do dominio constante de suas cadeias pesadas (Cn), as imunoglobulinas podem
ser atribuidas a diferentes classes ou isotipos. Ha cinco classes de imunoglobulinas:1gA, 1gD,
IgE, 1gG and IgM, tendo cadeias pesadas designadas a, o, €, y e , respectivamente. As
classes y e a sdo ainda divididas em subclasses com base em diferencas relativamente
menores na sequéncia e na fungdo Cu, por exemplo, 0s seres humanos expressam as
seguintes subclasses:1gG1, 1IgG2A, 1gG2B, 1gG3, 1gG4, IgAl e IgA2.

[0061] O termo ‘“anticorpo de cadeia pesada” ou “HCADb” refere-se a um anticorpo
funcional, que compreende cadeias pesadas, mas carece das cadeias leves geralmente
encontradas em anticorpos de 4 cadeias. Animais camelideos (como camelos, lhamas ou
alpacas) sdo conhecidos por produzir HCAbs.

[0062] O termo "anticorpo de dominio Gnico™ ou "sdAb" refere-se a um Unico polipeptideo
de ligacdo ao antigeno possuindo trés regides determinantes complementares (CDRs). O
sdAb sozinho é capaz de se ligar ao antigeno sem pareamento com um polipeptideo contendo
CDR correspondente. Em alguns casos, os anticorpos de dominio Unico sdo projetados a
partir de HCAbs de camelideo, e seus dominios variaveis de cadeia pesada séo aqui referidos
“VuHs”. Alguns VyHs também podem ser conhecidos como nanocorpos. O sdAb camelideo
é um dos menores fragmentos de anticorpos conhecidos que se ligam ao antigeno (ver, por
exemplo, Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-8 (1993); Greenberg et al., Nature
374:168-73 (1995); Hassanzadeh-Ghassabeh et al., Nanomedicine (Lond), 8:1013-26
(2013)). Um VuH basico tem a seguinte estrutura do N- terminal para o C-terminal:FR1-
CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, na qual FR1 a FR4refere-se as regides estruturais 1 a
4, respectivamente, e em que CDR1 a CDR3 se referem as regides 1 a 3 de determinacéo de

complementaridade.
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[0063] Um anticorpo “isolado” ¢ um que foi identificado e separado e/ou recuperado de um
componente de seu ambiente natural (por exemplo, natural ou recombinante). De
preferéncia, o polipeptideo isolado esté livre de associagdo com todos 0s outros componentes
de seu ambiente de producdo. Componentes contaminantes de seu ambiente de producgéo,
como aqueles que resultam de células transfectadas recombinantes, sdo materiais que
tipicamente interfeririam na pequisa, no diagndstico ou nos usos terapéuticos para o
anticorpo e podem incluir enzimas, hormoénios e outros solutos proteinaceos ou nao
proteinaceos. Em modalidades preferidas, o polipeptideo era purificado:(1) a mais de 95%
em peso de anticorpo como determinado por, por exemplo, 0 método de Lowry, e em
algumas modalidades, a mais de 99% em peso; (1) até um grau suficiente para obter pelo
menos 15 residuos de sequéncia de aminoacidos N-terminal ou interna por utilizacdo de um
sequenciador de copo giratorio, ou (3) a homogeneidade por SDS-PAGE em condic¢des ndo
redutoras ou redutoras usando azul de Coomassie ou, de preferéncia, coloracéo de prata.
Anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ dentro de células recombinantes, visto que pelo
menos um componente do ambiente natural do anticorpo ndo estara presente. Normalmente,
entretanto, o polipeptideo isolado ou anticorpo sera preparado por pelo menos uma etapa de
purificacéo.

[0064] A “regido variavel” ou o “dominio variavel” se refere aos dominios amino- terminais
da cadeia pesada ou leve do anticorpo. Os dominios varidveis da cadeia pesada e da cadeia
leve podem ser referidos como “VW” e “VL”, respectivamente. Esses dominios sdo
geralmente as partes mais variaveis do anticorpo (em relacédo a outros anticorpos da mesma
classe) e contém os sitios de ligacdo ao antigeno. Somente os anticorpos de cadeia pesada
da espécie Camelideo possuem uma Unica regido variavel de cadeia pesada, que é referida
como “VHH”. VH{H € assim um tipo especial de V.

[0065] O termo "variavel” se refere ao fato de que determinados segmentos dos dominios
variaveis diferem extensivamente na sequéncia entre os anticorpos. O dominio V medeia a
ligacdo de antigeno e define a especificidade de um anticorpo particular para seu antigeno
particular. No entanto, a variabilidade ndo € distribuida uniformemente em toda a extensao
dos dominios varidveis. Em vez disso, ela estd concentrada em trés segmentos chamados
regides hipervariaveis (HVRSs) tanto nos dominios variaveis da cadeia leve quanto da cadeia
pesada. As por¢Oes mais altamente conservadas de dominios variaveis séo chamadas regies

de estrutura (FR). Os dominios variaveis das cadeias pesadas e leves
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nativas compreendem cada uma quatro regides FR, adotando em grande parte uma
configuracdo de folha beta, conectada por trés HVRs, que formam alcas de conexao e, em
alguns casos, parte da estrutura da folha beta. As HVRs em cada cadeia séo mantidas unidas
em estreita proximidade pelas regides FR e, com as HVRs da outra cadeia, contribuem para
a formacdo do sitio de anticorpos contra anticorpos (ver Kabat et al., Sequences of
Immunological Interest, Fifth Edition, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)).
Os dominios constantes ndo estdo envolvidos diretamente na ligagdo de um anticorpo a um
antigeno, mas apresentam varias funcdes efetoras, tal como a participacdo do anticorpo na
toxicidade celular dependente de anticorpo.

[0066] O termo “anticorpo monoclonal™ conforme usado no presente documento se
refere a um anticorpo obtido de uma populacéo de anticorpos substancialmente homogéneos,
isto €, os anticorpos individuais compreendendo a populacdo sdo idénticos, exceto por
mutacdes de ocorréncia possivelmente natural e/ou modificacBes pos- traducionais (por
exemplo, isomerizacGes, amidacBes) que podem estar presentes em menores quantidades. Os
anticorpos monoclonais sdo altamente especificos, sendo dirigidos contra um Unico sitio
antigénico. Ao contrério de preparacfes de anticorpo policlonal que tipicamente incluem
diferentes anticorpos direcionados contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticorpo monoclonal é direcionado contra um Unico determinante no antigeno. Além de sua
especificidade, os anticorpos monoclonais sdo vantajosos Visto que 0S mMesmos Sao
sintetizados pela cultura de hibridoma, ou recombinantemente, ndo contaminadas por outras
imunoglobulinas. O modificador “monoclonal” indica o carater do anticorpo como sendo
obtido de uma populacdo substancialmente homogénea de anticorpos, e ndo deve ser
interpretado como exigindo a producdo do anticorpo por nenhum método particular. Por
exemplo, os anticorpos monoclonais a serem usados em conformidade com o presente
pedido podem ser feitos por uma variedade de técnicas, incluindo, por exemplo, 0 método
de hibridoma (por exemplo, Kohler and Milstein., Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et
al., Hybridoma, 14 (3):253-

260 (1995), Harlow et al., Antibodies:A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 22 ed. 1988); Hammerling et al., em:Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981)), métodos de DNA recombinante (ver, por
exemplo, Patente US 4.816.567), tecnologias de exibicdo de fagos (ver, por exemplo,
Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597
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(1992); Sidhu et al.,, J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol.
340(5):1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472
(2004); e Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2):119-132 (2004), e tecnologias para
produzir anticorpos humanos ou semelhantes a humanos em animais que possuem partes ou
todos os loci de imunoglobulina humana ou genes que codificam sequéncias de
imunoglobulina humana (ver, por exemplo, WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO
1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551
(1993); Jakobovits et al., Nature 362:255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immunol.
7:33 (1993); Patente US 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126;

5.633.425; e 5.661.016; Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992); Lonberg et al.,
Nature 368:856-859 (1994); Morrison, Nature 368:812-813 (1994); Fishwild et al., Nature
Biotechnol. 14:845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14:826 (1996); e Lonberg
and Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995).

[0067] O termo “anticorpo nu” se refere a um anticorpo que ndo é conjugado a uma
porcao citotoxica ou marcador radioativo.

[0068] Os termos "anticorpo de comprimento total”, "anticorpo intacto”, e "anticorpo
inteiro” séo usados neste documento permutavelmente para se referir a um anticorpo na sua
forma substancialmente intacta, em oposicdo a um fragmento de anticorpo. Especificamente,
os anticorpos de 4 cadeias completas incluem aqueles com cadeias pesadas e leves incluindo
uma regido Fc. Os anticorpos de cadeia pesada de comprimento total incluem a cadeia pesada
(como VixH) e uma regido Fc. Os dominios constantes podem ser dominios constantes de
sequéncia nativa (por exemplo, dominios constantes de sequéncia nativa humanos) ou
variantes de sequéncia de aminoacidos dos mesmos. Em alguns casos, 0 anticorpo intacto
pode ter uma ou mais funcdes efetoras.

[0069] Um "fragmento de anticorpo” compreende uma porc¢ao de um anticorpo intacto, de
preferéncia a ligagéo do antigeno e/ou a regido variavel do anticorpo intacto. Exemplos de
fragmentos de anticorpos incluem fragmentos Fab, Fab’, F(ab"). e Fv; diacorpos; anticorpos
lineares (ver Patente US 5.641.870, Exemplo 2; Zapata et al. Protein Eng. 8 (10):1057-1062
[1995]); moléculas de anticorpo de cadeia simples; anticorpos de dominio Unico (como
VuH), e anticorpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticorpos. A
digestdo com papaina de anticorpos produziu dois fragmentos idénticos de ligacdo ao

antigeno, chamados fragmentos "Fab" e um fragmento "Fc" residual, uma
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designacgé@o que reflete a capacidade de cristalizar prontamente. O fragmento Fab consiste
em uma cadeia L inteira, juntamente com o dominio da regido variavel da cadeia H (Vn), e
0 primeiro dominio constante de uma cadeia pesada (Cnl). Cada fragmento Fab €
monovalente em relacdo a ligacdo ao antigeno, isto €, possui um Unico sitio de ligagdo ao
antigeno. O tratamento com pepsina de um anticorpo produz um Unico fragmento grande
F(ab")2 que corresponde grosso modo a dois fragmentos Fab ligados por dissulfeto com
atividade diferente de ligacdo ao antigeno e ainda é capaz de reticular o antigeno. Os
fragmentos Fab' diferem dos fragmentos Fab por terem alguns residuos adicionais no
terminal carboxi do dominio Cnxl incluindo uma ou mais cisteinas da regido de dobradica do
anticorpo. Fab'-SH é a designacdo aqui para Fab' em que o(s) residuo(s) de cisteina dos
dominios constantes possuem um grupo tiol livre. Os fragmentos de anticorpo F(ab')z
originalmente foram produzidos como pares de fragmentos Fab' que possuem cisteinas de
dobradica entre eles. Outros acoplamentos quimicos de fragmentos de anticorpo também séo
conhecidos.

[0070] O fragmento Fc compreende as porcOes carboxi-terminal das duas correntes H
mantidas juntas por dissulfetos. As funcdes efetoras dos anticorpos sdo determinadas por
sequéncias na regido Fc, a regido que também é reconhecida pelos receptores Fc (FCR)
encontrados em certos tipos de células.

[0071] "Fv" é o fragmento de anticorpo minimo o qual contém um sitio de ligacdo e
reconhecimento de antigeno completo. Este fragmento consiste em um dimero de um
dominio de regido variavel de cadeia leve e cadeia pesada em associacdo estreita, ndo
covalente. A partir do dobramento destes dois dominios emanam seis alcas hipervariaveis (3
alcas cada da cadeia H e L) que contribuem com os residuos de aminoacido para ligacdo de
antigeno e conferem especificidade de ligacdo de antigeno para o anticorpo. Entretanto,
mesmo um dominio variavel unico (ou metade de um Fv que compreende somente trés
HVRs especificos para um antigeno) tem a habilidade de reconhecer e ligar antigeno, embora
em uma afinidade inferior do que o sitio de ligacéo inteiro.

[0072] "Fv de cadeia simples" também abreviado como "sFv" ou "scFv" sdo fragmentos
de anticorpos que compreendem os dominios Vw and Vi de anticorpo ligados a uma Unica
cadeia polipeptidica. De preferéncia, o polipeptideo sFv compreende ainda um ligante
polipeptidico entre os dominios Vue Vi 0 que permite que o sFv forme a estrutura desejada

para a ligacdo do antigeno. Para uma revisdo do sFv, ver Pluckthun em The
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Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-
Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

[0073] Os "fragmentos funcionais™ dos anticorpos aqui descritos compreendem uma por¢édo
de um anticorpo intacto, incluindo geralmente a ligacao de antigeno ou a regido variavel do
anticorpo intacto ou a regido Fc de um anticorpo que retém ou tem capacidade de ligacdo de
FcR modificada. Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem anticorpos lineares,
moléculas de anticorpos de cadeia Unica e anticorpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticorpos.

[0074] O termo "diacorpos™ refere-se a pequenos fragmentos de anticorpo preparados
por construgdo de fragmentos de sFv (ver paragrafo anterior) com ligantes curtos (cerca de
5-10) residuos) entre os dominios Ve Vi de modo que o pareamento inter-cadeia, mas nao
intra-cadeia dos dominios V é obtido, resultando assim em um fragmento bivalente, i. e., um
fragmento com dois sitios de ligacdo ao antigeno. Os diacorpos bispecificos sdo
heterodimeros de dois fragmentos sFv de "cruzamento” em que os dominios Vn e Vi dos
dois anticorpos estdo presentes em diferentes cadeias polipeptidicas. Diacorpos sdo descritos
em mais detalhes em, por exemplo, EP 404,097; WO 93/11161; Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993).

[0075] Os anticorpos monoclonais no presente documento especificamente incluem
anticorpos “quiméricos” (imunoglobinas) nos quais uma porcao da cadeia pesada e/ou leve
é idéntica a ou homdloga a sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma
espécie particular ou pertencendo a uma classe ou subclasse de anticorpo particular,
enquanto o restante da cadeia(s) é(sdo) idéntico(s) a ou homdlogo a sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados uma outra espécie ou pertencendo a uma outra
classe ou subclasse de anticorpo, bem como fragmentos de tais anticorpos, desde que exibam
a atividade bioldgica desejada (Patente U.S. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Os anticorpos quiméricos de interesse aqui incluem
anticorpos PRIMATTZFD® em que a regido de ligacdo ao antigeno do anticorpo é derivada
de um anticorpo produzido por, por exemplo, imunizacdo de macacos com um antigeno de
interesse. Tal como aqui utilizado, "anticorpo humanizado™ é utilizado um subconjunto de
"anticorpos quiméricos".

[0076] Formas “humanizadas” de anticorpos ndo humanos (por exemplo, camelideos)

sdo anticorpos quiméricos que contém sequéncia minima derivada de imunoglobulina ndo
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humana. Em algumas modalidades, um anticorpo humanizado é uma imunoglobulina
humana (anticorpo receptor) em que os residuos de um HVR (a seguir definido) do receptor
sdo substituidos por residuos de uma HVR de uma espécie ndo humana (anticorpo doador)
tal como camundongo, rato, coelho ou primata ndo humano com a especificidade, afinidade
e/ou capacidade desejada. Em alguns casos, os residuos da estrutura ("FR") da
imunoglobulina humana sao substituidos por residuos ndo humanos correspondentes.
Ademais, anticorpos humanizados podem compreender residuos que nao sdo encontrados
no anticorpo de recipiendario ou no anticorpo de doador. Essas modificagdes podem ser
feitas para refinar ainda mais o desempenho do anticorpo, como a afinidade de ligacdo. Em
geral, um anticorpo humanizado compreendera substancialmente todos os, pelo menos, um,
e tipicamente dois dominios varidveis, em que todos ou substancialmente todos as al¢as
hipervariaveis correspondem aos de uma sequéncia de imunoglobulina ndo humana, e todas
ou substancialmente todas as regifes FR sdo as de uma sequéncia de imunoglobulina
humana, embora as regiées FR possam incluir uma ou mais substitui¢fes de residuo de FR
individuais que melhorem o desempenho do anticorpo, tais como a afinidade de ligacéo,
isomerizacgdo, imunogenicidade, etc. O nimero destas substituicdes de aminoacidos na FR
é tipicamente ndo superior a 6 na cadeia H e na cadeia L ndo é superior a 3. O anticorpo
humanizado opcionalmente também ird compreender pelo menos uma por¢do de uma regiao
constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma imunoglobulina humana. Para
mais detalhes, ver, por exemplo, Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al.,
Nature 332:323-329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Ver, por
exemplo, Vaswani and Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998);
Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle and

Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994); e Patente US 6. 982. 321 e 7. 087. 409.

[0077] Um “anticorpo humano” é um que possui uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a de um anticorpo produzido por um ser humano e/ou feito usando qualquer
das técnicas para produzir anticorpos humanos como aqui divulgado. Esta defini¢cdo de um
anticorpo humano exclui especificamente um anticorpo humanizado compreendendo
residuos de ligagdo ao antigeno ndo humanos. Os anticorpos humanos podem ser
produzidos utilizando varias técnicas conhecidas na técnica, incluindo bibliotecas de
exibicdo de fago. Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J.

Mol. Biol., 222:581 (1991). Também estdo disponiveis para a preparacdo de anticorpos
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monoclonais humanos os métodos descritos Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991). Ver,
também van Dijk and van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5:368-74 (2001). Os
anticorpos humanos podem ser preparados pela administracdo do antigeno a um animal
transgénico que foi modificado para produzir tais anticorpos em resposta ao desafio
antigénico, mas cujos loci endogenos foram desativados, por exemplo, xenocamundongos
imunizados (ver, por exemplo, Patente US 6.075.181 e 6.150.584 em relacdo a tecnologia
XENOMOUSE™), Ver também, por exemplo, Lietal. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:
3557-3562 (2006) sobre anticorpos humanos gerados atraves de uma tecnologia de
hibridoma de células B humanas.

[0078] O termo "regido hipervariavel”, "HVR" ou "HV", quando usado aqui, refere-se as
regides de um dominio variavel de anticorpos que sdo hipervariaveis em sequéncia e/ou
formam alcas estruturalmente definidas. Geralmente, os sdAbs compreendem trés HVRs (ou
CDRs):HVR1 (ou CDR1), HVR2 (ou CDR2), e HVR3 (ou CDR3). HVR3 exibe a
maior diversidade das trés HVRs, e acredita-se que desempenhe um papel Unico na
conferéncia de especificidade fina aos anticorpos. Ver, por exemplo, Hamers-Casterman et
al., Nature 363:446-448 (1993); Sheriff et al., Nature Struct. Biol. 3:733-736 (1996).
[0079] O termo "Regido de Determinacdo de Complementaridade” ou "CDR" é usado
para se referir a regides hipervariaveis conforme definido pelo sistema Kabat. Ver Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.  Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)

[0080] Uma série de delimitacfes de HVR estdo em uso e sdo abrangidas aqui. As Regides
Determinantes da Complementaridade de Kabat (CDRs) baseiam-se na variabilidade da
sequéncia e sdo as mais comumente usadas (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). Chothia refere-se, em vez disso, a localizagéo das algas estruturais
(Chothia e Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). As HVRs AbM representam um
compromisso entre as HVRs de Kabat e as alcas estruturais de Chothia e sdo usadas pelo
software de modelagem de anticorpos AbM da Oxford Molecular. As HVRs de "contato”
séo baseadas em uma anélise das estruturas de cristal complexas disponiveis. Os resultados
de cada uma destas HVRs estdo anotados na Tabela 1.

Tabela 1. Delimitagdes de HVR
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Alca  Kabat AbM Chothia Contato

L1 L24-1L.34 L24-1L.34 L26-L.32 L30-L.36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L.55
L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B

(Numeragéo Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35

(Numeracéo Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

[0081] HVRs podem incluir "HVRs estendidas" da seguinte maneira:24-36 ou 24-34 (L1),
46-56 ou 50-56 (L2) e 89-97 ou 89-96 (L3) no Vi e 26-35 (H1), 50-65 ou 49-65 (H2)

e 93-102, 94-102, ou 95-102 (H3) no VH. Os residuos do dominio variavel sdo numerados
de acordo com Kabat et al., supra, para cada uma dessas definicdes.

[0082] Os residuos de aminoécidos de um sdAb (como VxH) sdo numerados de acordo
com a numeracao geral para dominios Vu proporcionados por Kabat et al. (“Sequence of
proteins of immunological interest”, US Public Health Services, NIH Bethesda, Md.,
Publication No. 91), como aplicado para os dominios VyH de Camelids in the article of
Riechmann and Muyldermans, J. Immunol. Methods 2000 Jun. 23; 240 (1-2):185-195. De
acordo com esta numeragédo, FR1 de um VxH compreende os residuos de aminoacidos nas
posi¢des 1-30, CDR1 de um VyH compreende os residuos de aminoacidos nas posigdes 31-
35, FR2 de um VyH compreende os aminoacidos nas posices 36-49, CDR2 de um VnH
compreende os residuos de aminoacidos nas posi¢des 50-65, FR3 de um VxH compreende
0s residuos de amino&cidos nas posic¢des 66-94, CDR3 de um VyH compreende os residuos
de aminoacidos nas posices 95-102 e FR4 de um VuH compreende os residuos de
aminodacidos nas posicdes 103-113. A este respeito, deve notar- se que - como € bem
conhecido na técnica para dominios Vu e para dominios VuH —o0 niimero total de residuos
de aminoéacidos em cada uma das CDRs pode variar e pode ndo corresponder ao numero
total de residuos de aminoacidos indicados pela numeracdo de Kabat (ou seja, uma ou mais

posicOes de acordo com a numeragdo de Kabat podem ndo
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estar ocupadas na sequéncia real, ou a sequéncia real pode conter mais residuos de
aminoéacidos do que o numero permitido pela numeracao de Kabat).

[0083] A expressdo "numeracdo de residuos de dominio variavel como em Kabat" ou
"numeracao de posicdo de aminoacido como em Kabat", e suas variacdes, refere-se ao
sistema de numeracao usado para dominios variaveis de cadeia pesada ou dominios variaveis
de cadeia leve da compilacdo de anticorpos em Kabat et al., supra. Usando este sistema de
numeracao, a sequéncia de aminoacidos linear real pode conter mais ou menos aminoacidos
correspondentes a um encurtamento ou insercdo em uma FR ou HVR de dominio variavel.
Por exemplo, um dominio variavel de cadeia pesada pode incluir um Unico inserto de
aminoacido (residuo 52a de acordo com Kabat) apds o residuo 52 de H2 e os residuos
inseridos (por exemplo, residuos 82a, 82b e 82c, etc. de acordo com Kabat) apds residuo RF
de cadeia pesada 82. A numeracdo de residuos de Kabat pode ser determinada para um
determinado anticorpo por alinhamento em regides de homologia da sequéncia do anticorpo
com uma sequéncia numerada de Kabat "padréo™.

[0084] Salvo indicacdo em contrério, a numeracao dos residuos em uma cadeia pesada
de imunoglobulina é a do indice da UE como em Kabat et al., supra. O "indice da UE
como em Kabat" refere-se a numeracdo dos residuos do anticorpo UE IgG1 humano.
[0085] Os residuos de "Estrutura” ou "FR" sdo os residuos de dominio variavel que ndo
os residuos de HVR como aqui definidos.

[0086] Uma “estrutura de consenso humana” ou "estrutura humana de aceitador" é uma
estrutura que representa os residuos de aminoacidos mais comuns em uma selecdo de
sequéncias de estrutura de imunoglobulina humana V. ou Vu, Geralmente, a selecdo de
sequéncias de imunoglobulina humana VL ou Vux é de um subgrupo de sequéncias de
dominio variavel. Geralmente, o subgrupo de sequéncias € um subgrupo como em Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5" Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991). Exemplos incluem para o Vi, 0 subgrupo pode
ser o subgrupo kappa I, kappa I, kappa Il ou kappa IV como em Kabat et al., supra.
Adicionalmente, para 0 VH, o subgrupo pode ser o subgrupo I, subgrupo Il ou subgrupo 111
Kabat et al. Alternativamente, uma estrutura de consenso humano pode ser derivada do
acima em que residuos particulares, tais como quando um residuo de estrutura humana é
selecionado com base em sua homologia com a estrutura doadora, alinhando a sequéncia de

estrutura doadora com uma colecdo de varias sequéncias estruturais humanas.
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Uma estrutura humana aceitadora “derivada de” uma estrutura de imunoglobulina humana
ou uma estrutura de consenso humana pode compreender a mesma sequéncia de
aminoacidos, ou pode conter alteracdes da sequéncia de aminoacidos pré-existentes. Em
algumas modalidades, o numero de alteracbes de aminoacidos pré-existentes é de 10 ou
menos, 9 ou menos, 8 ou menos, 7 ou Menos, 6 ou menos, 5 ou menos, 4 ou menos, 3 ou
menos ou 2 ou Menos.

[0087] Uma "modificacdo de aminoacidos™ em uma posicdo especificada, por exemplo, da
regido Fc, refere-se a substituicdo ou delecdo do residuo especificado, ou a insercao de pelo
menos um residuo de aminoacido adjacente ao residuo especificado. A inser¢do "adjacente"
a um residuo especificado significa inser¢do dentro de um a dois seus residuos. A insercédo
pode ser N-terminal ou C-terminal para o residuo especificado. A modificacdo de
aminoacido preferida aqui € uma substituicao.

[0088] Um anticorpo "amadurecido por afinidade” € um com uma ou mais alteracdes em
uma ou mais HVRs que resultam em uma melhora na afinidade do anticorpo para o antigeno,
em comparacdo com um anticorpo progenitor que ndo possui a(s) alteracdo(des). Em
algumas modalidades, os anticorpos amadurecidos por afinidade tém afinidades
nanomolares ou mesmo picomolares para um antigeno alvo. Anticorpos maturados por
afinidade sdo produzidos por procedimentos conhecidos na técnica. Por exemplo, Marks et
al., Bio/Technology 10:779-783 (1992) descreve maturacdo de afinidade por
embaralhamento de dominio V- e Vi, A mutagénese aleatdria de residuos de HVR e/ou de
residuos de estrutura € descrita por, por exemplo:Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci. USA
91:3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J.
Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); and
Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

[0089] Tal como aqui utilizado, o termo "se liga especificamente”, "reconhece
especificamente”, ou é "especifico para", refere-se a interagdes mensuraveis e reprodutiveis,
tais como a ligacdo entre um alvo e uma proteina de ligacdo ao antigeno (como um CAR ou
um sdAb), o que é determinante da presenca do alvo na presenca de uma populacdo
heterogénea de moléculas incluindo moléculas bioldgicas. Por exemplo, uma proteina de
ligagdo ao antigeno (como um CAR ou um sdAb) que se liga especificamente a um alvo
(que pode ser um epitopo) € uma proteina de ligagdo ao antigeno (como um CAR ou um

sdAb) que liga esse alvo com maior afinidade, avidez,
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mais prontamente e/ou com maior duracdo do que liga outros alvos. Em algumas
modalidades, a extensdo da ligacdo de uma proteina de ligacdo ao antigeno (tal como um
CAR ou um sdAb) a um alvo néo relacionado é inferior a cerca de 10% da ligacdo da
proteina de ligacdo ao antigeno (tal como um CAR ou um sdAb) ao alvo como medido,
por exemplo, por um radioimunoensaio (RIA). Em algumas modalidades, uma proteina de
ligacdo ao antigeno (tal como um CAR ou um sdAb) que se liga especificamente a um alvo
tem uma constante de dissociacdo (Kd)de ! 1 uM, ! 100nM, ! 10nM,! 1nMou! 0,1
nM, Em algumas modalidades, uma proteina de ligacdo ao antigeno (tal como um CAR ou
um sdAb) se liga especificamente a um epitopo numa proteina que é conservada entre a
proteina de diferentes espécies. Em algumas modalidades, a ligacdo especifica pode
incluir, mas ndo necessita de ligacdo exclusiva.

[0090] O termo "especificidade” refere-se ao reconhecimento seletivo de uma proteina de
ligacdo ao antigeno (tal como um CAR ou um sdAb) para um epitopo particular de um
antigeno. Os anticorpos naturais, por exemplo, sdo monospecificos. O termo
"multispecifico”, tal como aqui utilizado, indica que uma proteina de ligagdo ao antigeno (tal
como um CAR ou um sdAb) tem dois ou mais sitios de ligacdo ao antigeno, dos quais pelo
menos dois ligam antigenos diferentes. "Bispecifico”, tal como aqui utilizado, indica que
uma proteina de ligacdo ao antigeno (tal como um CAR ou um sdAb) tem duas
especificidades diferentes de ligacdo ao antigeno. O termo CAR "monospecifico”, como aqui
utilizado indica uma proteina de ligacdo ao antigeno (tal como um CAR ou um sdAb) que
tem um ou mais locais de ligacdo, cada um dos quais liga 0 mesmo antigeno.

[0091] O termo "valente", tal como aqui utilizado, indica a presenca de um nimero
especificado de sitios de ligacdo numa proteina de ligacdo ao antigeno (tal como um CAR
ou um sdAb). Um anticorpo natural por exemplo ou um anticorpo de comprimento total
tem dois sitios de ligacdo e é bivalente. Como tal, os termos "trivalente”, "tetravalente™,
"pentavalente™ e "hexavalente” denotam a presenca de dois sitios de ligacéo, trés sitios de
ligacdo, quatro sitios de ligacdo, cinco sitios de ligacdo e seis sitios de ligacao,
respectivamente, em uma proteina de ligacdo ao antigeno (como um CAR ou um sdAb).
[0092] "Funcdes efetoras de anticorpo” referem-se a atividades bioldgicas atribuiveis a
regido Fc (uma regido da Fc da sequéncia nativa ou regido Fc variante da sequéncia de
aminoacidos) de um anticorpo e variam com o isotipo do anticorpo. Exemplos de fungdes

efetoras de anticorpo incluem:ligacio de Clg e citotoxicidade dependente do
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complemento; ligacdo ao receptor de Fc; citotoxicidade mediada por célula dependente do
anticorpo (ADCC); fagocitose; sobrerregulacdo dos receptores da superficie celular (por
exemplo, receptor de células B); e ativacdo de células B. A funcdo efetora de anticorpos
"reduzida ou minimizada" significa que é reduzida em pelo menos 50% (alternativamente
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 98%, 99%) do anticorpo de tipo
selvagem ou ndo modificado. A determinacao da funcédo efetora do anticorpo é facilmente
determinavel e mensuravel por um versada na técnica. Numa modalidade preferida, as
funcOes efetoras do anticorpo de ligacdo ao complemento, citotoxicidade dependente de
complemento e citotoxicidade dependente de anticorpos sdo afetadas. Em algumas
modalidades, a funcéo efetora € eliminada através de uma mutacao na regido constante que
eliminou a glicosilagéo, por exemplo, “mutacao sem efeito”. Em um aspecto, a mutagao Sem
efeito € uma mutacdo N297A ou DANA (D265A + N297A) na regido Cn2, Shields et al., J.
Biol. Chem. 276 (9):6591-6604 (2001). Alternativamente, mutacdes adicionais resultando
em funcdo efetora reduzida ou eliminada incluem:K322A e L234A/L235A (LALA).
Alternativamente, a funcdo efetora pode ser reduzida ou eliminada por meio de técnicas de
producdo, como a expressao em células hospedeiras que ndo glicosilam (por exemplo, E.
coli.) ou em que resulta num padrao de glicosilacéo alterado que € ineficaz ou menos eficaz
na promocdo da funcdo efetora (e. g., Shinkawa et al., J. Biol. Chem. 278(5):3466-3473
(2003).

[0093] "Citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpo” ou ADCC refere-se a
uma forma de citotoxicidade em que a Ig segregada ligada aos receptores Fc (FCRS) presentes
em certas células citotdxicas (por exemplo, células assassinas naturais (NK), neutrofilos e
macrdfagos) permitem que estas células efetoras citotoxicas se liguem especificamente a
uma célula alvo portadora de antigeno e subsequentemente matam a célula alvo com
citotoxinas. Os anticorpos "armam" as células citotdxicas e Sd0 necessarios para matar a
célula alvo por este mecanismo. As células primarias para mediar ADCC, células NK,
expressam FcyRIII apenas, desde que mondcitos expressem FcyRI, FcyRII e FcyRIIL. A
expressdo de Fc em células hematopoiéticas estd resumida na Tabela 3 na pagina 464 de
Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-92 (1991). Para avaliar a atividade ADCC
de uma molécula de interesse, um ensaio de ADCC in vitro, tal como descrito na Patente
US 5.500.362 ou 5.821.337 pode ser realizado. As células efetoras Uteis para tais ensaios

incluem células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e
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células assassinas naturais (NK). Alternativamente, ou adicionalmente, a atividade ADCC
da molécula de interesse pode ser avaliada in vivo, por exemplo, em um modelo animal como
o divulgado em Clynes et al. PNAS USA 95:652-656 (1998).

[0094] O termo "regido Fc" aqui é usado para definir uma regido C-terminal de uma cadeia
pesada de imunoglobulina, incluindo regides de Fc de sequéncia nativa e regides de Fc
variantes. Embora os limites da regido Fc de uma cadeia pesada de imunoglobulina possam
variar, a regido Fc de cadeia pesada de IgG humana é normalmente definida para se esticar
a partir de um residuo de amino&cido na posi¢do Cys226, ou de Pro230, para o seu terminal
carboxil. A lisina C-terminal (residuo 447 de acordo com o sistema de numeracdo da UE)
da regido Fc pode ser removida, por exemplo, durante a producdo ou a purificacdo do
anticorpo, ou por engenharia recombinante do acido nucleico que codifica uma cadeia
pesada do anticorpo. Consequentemente, uma composi¢cdo de anticorpos intactos pode
compreender populacfes de anticorpos com todos os residuos K447 removidos, populagdes
de anticorpos sem residuos K447 removidos e populacdes de anticorpos possuindo uma
mistura de anticorpos com e sem o0 residuo K447. As regides Fc de sequéncia nativa
adequadas para utilizagdo nos anticorpos aqui descritos incluem 1gG1l humana, 19G2
(1gG2A, 1gG2B), 1gG3 e 1gGA4.

[0095] "Afinidade de ligacdo" refere-se geralmente a forca da soma total de interagdes nao
covalentes entre um Unico sitio de ligacdo de uma molécula (por exemplo, um anticorpo ou
um CAR) e seu parceiro de ligacdo (por exemplo, um antigeno). Salvo indicacdo em
contrério, tal como aqui utilizado, "afinidade de ligacdo" refere-se a afinidade de ligacdo
intrinseca que reflete uma interacgdo 1:1 entre membros de um par de ligacdo (por exemplo,
anticorpo e antigeno, ou CAR e antigeno). A afinidade de uma molécula X para seu parceiro
Y pode geralmente ser representada pela constante de dissociacdo (Kd). A afinidade pode
ser medida por métodos comuns conhecidos na técnica, incluindo aqueles aqui descritos.
Anticorpos de baixa afinidade geralmente ligam o antigeno lentamente e tendem a dissociar
prontamente, considerando que os anticorpos de alta afinidade geralmente ligam o antigeno
mais rapido e tendem a permanecer ligado por mais tempo. Uma variedade de métodos para
medir a afinidade de ligagcdo sdo conhecidos na técnica, que pode ser utilizada para fins do
presente pedido. Modalidades ilustrativas e exemplos especificos para medir a afinidade de

ligacdo encontram-se descritos a seguir.
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[0096] Um anticorpo "de bloqueio” ou um anticorpo "antagonista” € um que inibe ou reduz
a atividade biologica do antigeno que liga. Em algumas modalidades, os anticorpos de
bloqueio ou anticorpos antagonistas inibem substancial ou completamente a atividade
bioldgica do antigeno.

[0097] "Porcentagem (%) de identidade da sequéncia de amino&cidos" e "homologia"
em relacdo a um peptideo, polipeptideo ou sequéncia de anticorpos séo definidos como a
porcentagem de residuos de aminoacidos numa sequéncia candidata que sao idénticos aos
residuos de aminoécidos no peptideo especifico ou sequéncia de polipeptideos, depois de
alinhar as sequéncias e introduzir folgas, se necessario, para alcancar a porcentagem maxima
de identidade de sequéncia e ndo considerar quaisquer substituicGes conservativas como
parte da identidade de sequéncia. O alinhamento para fins de determinacdo da porcentagem
de identidade de sequéncia de aminoacidos pode ser obtido de varias maneiras que estdo
dentro da habilidade na técnica, por exemplo, usando software de computador disponivel
publicamente, como o software BLAST, BLAST-2, ALIGN ou MEGALIGN™
(DNASTAR). Aqueles versados na técnica podem determinar parametros apropriados para
medir o alinhamento, incluindo quaisquer algoritmos necessarios para atingir o alinhamento
maximo sobre o comprimento total das sequéncias sendo comparados.

[0098] O "receptor de antigeno quimérico™ ou "CAR", tal como aqui utilizado, refere-se a
receptores geneticamente modificados, que podem ser utilizados para enxertar uma ou mais
especificidades de antigeno em células efetoras imunes, tais como células T. Alguns CARs
também sdo conhecidos como "receptores de células T artificiais”, "receptores de células T
quiméricas" ou "receptores imunes quimeéricos”. Em algumas modalidades, o CAR
compreende um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular especifico para um ou mais
antigenos (como antigenos de tumor), um dominio transmembranar e um dominio de
sinalizagdo intracelular de uma célula T e/ou de outros receptores. “CAR-T” refere-se a uma
célula T que expressa um CAR. “BCMA CAR?” refere-se a um CAR com um dominio de
ligacdo extracelular especifico para BCMA. "Bi-epitopo CAR" refere-se a uma CAR com
um dominio de ligag&o extracelular especifico para dois epitopos diferentes em BCMA.
[0099] Uma molécula de &cido nucleico "isolada™ que codifica um CAR ou um sdAb aqui

descrito € uma molécula de acido nucleico que é identificada e separada de pelo
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menos uma molécula de acido nucleico contaminante com a qual estd normalmente
associada no ambiente em que foi produzida. De preferéncia, o &cido nucleico isolado é livre
de associacao com todos 0s componentes associados ao ambiente de producao. As moléculas
de &cido nucleico isoladas que codificam os polipeptideos e os anticorpos aqui presentes
estdo numa forma diferente da forma ou configuragdo em que se encontra na natureza. As
moléculas de acido nucleico isoladas sdo, portanto, distinguidas do acido nucleico que
codifica os polipeptideos e anticorpos aqui existentes naturalmente nas células.

[0100] O termo “sequéncias de controle” se refere a sequéncias de DNA necessarias para
a expressdo de uma sequéncia de codificacdo operacionalmente ligada num organismo
hospedeiro particular. As sequéncias de controle que sdo adequadas para procariotas, por
exemplo, incluem um promotor, opcionalmente uma sequéncia operadora, e um sitio de
ligacdo de ribossoma. Ceélulas eucarioticas sdo conhecidas por utilizarem promotores, sinais
de poliadenilacéo e acentuadores.

[0101] O acido nucleico ¢é “operacionalmente ligado” que é colocado numa relagéo funcional
com outra sequéncia de acidos nucleicos. Por exemplo, DNA para uma pré- sequéncia ou
sequéncia principal secretora € operacionalmente ligado a DNA para um polipeptideo se €
expresso como uma pré-proteina que participa na secrecao do polipeptideo; um promotor ou
acentuador é operacionalmente ligado a uma sequéncia de codificacdo se afetar a transcrigédo
da sequéncia; ou um sitio de ligacdo de ribossoma € operacionalmente ligado a uma
sequéncia de codificacdo se é posicionado de modo a facilitar a traducdo. Em geral,
“operacionalmente ligado” significa que as sequéncias de DNA sendo ligadas sdo contiguas
e, no caso de um lider secretor contiguo e em fase de leitura. Entretanto, os potencializadores
ndo precisam ser contiguos. A ligacdo é realizada pela ligacdo em sitios de restricao
convenientes. Se tais sitios ndo existirem, os adaptadores ou ligantes de oligonucleotideos
sintéticos séo usados de acordo com a préatica convencional.

[0102] O termo “vetor”, como aqui utilizado, se refere a uma molécula de &cido nucleico
capaz de propagar um outro acido nucleico ao qual esta ligado. O termo inclui o vetor como
uma estrutura de acido nucleico de autorreplicagdo, bem como o vetor incorporado no

genoma de uma célula hospedeira na qual foi introduzido. Certos vetores séo capazes de
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dirigir a expressdo de &cidos nucleicos aos quais estdo operacionalmente ligados. Tais
vetores sdo aqui referidos como “vetores de expressao”.

[0103] Tal como aqui utilizado, o termo ™"autologo” pretende referir-se a qualquer
material derivado do mesmo individuo a quem mais tarde sera reintroduzido no individuo.
[0104] "Alogénico" refere-se a um enxerto derivado de um individuo diferente da mesma
espécie.

[0105] O termo "transfectado™ ou "transformado™ ou "transduzido™ tal como aqui utilizado
refere-se a um processo pelo qual o acido nucleico exdgeno € transferido ou introduzido na
célula hospedeira. Uma célula "transfectada” ou "transformada ou "transduzida" € uma que
foi transfectada, transformada ou transduzida com acido nucleico exdgeno. A célula inclui a
célula primaria e sua progénie.

[0106] Tal como aqui utilizado, as expressdes "célula”, "linhagem celular" e "cultura
celular" sdo usadas de forma intercambiével e todas essas designagdes incluem progénies.
Assim, as palavras "transfectantes" e "células transfectadas"” incluem a célula priméria e as
culturas derivadas l1a, sem considerar o numero de transferéncias. Também se entende que
toda progénie pode nédo ser precisamente idéntica no conteddo de DNA, devido a mutagdes
deliberadas ou inadvertidas. A progénie variante que possui a mesma funcéo ou atividade
bioldgica testada na célula originalmente transformada esta incluida.

[0107] Os termos “célula hospedeira”, “linhagem celular hospedeira”, e “cultura de células
hospedeiras” sdo usados indiferentemente e se referem as células hospedeiras nas quais foi
introduzido o acido nucleico exdgeno, incluindo a progénie de tais células. As células
hospedeiras incluem “transformantes” e “células transformadas”, que incluem a célula
primaria transformada e a descendéncia resultante desta, independentemente do nimero de
passagens. A descendéncia pode ndo ser completamente idéntica em teor de acido nucleico
a uma célula parental, mas pode conter mutacdes. A progénie mutante que tem a mesma
funcdo ou atividade bioldgica que a triada ou selecionada para na célula originalmente
transformada esté incluida aqui.

[0108] Tal como aqui utilizado, "tratamento™ ou "tratar € uma abordagem para a obtengéo
de resultados benéficos ou desejados, incluindo resultados clinicos. Para os fins desta
invencao, os resultados clinicos benéficos ou desejados incluem, mas ndo estéo limitados a,
um ou mais dos seguintes: aliviar um ou mais sintomas resultantes da doencga, diminuir a

extensdo da doenca, estabilizar a doenca (por exemplo, prevenindo ou retardando o
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agravamento da doenga), prevenir ou retardar a propagacao (por exemplo, metastase) da
doenca, prevenir ou retardar a recorréncia da doenca, retardar ou reduzir a progressao da
doenca, melhorar o estado da doenca, proporcionar uma remissdo (parcial ou total) da
doenca, diminuir a dose de um ou mais outros medicamentos necessario para tratar a doenca,
retardar a progressao da doenca, aumentar a qualidade de vida e/ou prolongar a sobrevida.
Também abrangido por "tratamento” é uma reducdo da consequéncia patoldgica do cancer.
Os métodos do presente pedido contemplam qualquer um ou mais desses aspectos do
tratamento.

[0109] Tal como aqui utilizado, um "individuo" ou um "sujeito" refere-se a um
mamifero, incluindo, mas ndo limitado a, humano, bovino, cavalo, felino, canino, roedor ou
primata. Em algumas modalidades, o individuo € um humano.

[0110] O termo "quantidade eficaz™ aqui utilizado refere-se a uma quantidade de um agente,
tal como um sdAb, uma célula efetor imune engenheirada ou uma composicao farmacéutica
do mesmo, suficiente para tratar um distdrbio, condicdo ou doenca especificada, tais como
melhorar, paliar, diminuir e/ou retardar um ou mais dos seus sintomas. Em referéncia ao
cancer, uma quantidade eficaz compreende uma quantidade suficiente para fazer com que
um tumor encolha e/ou diminua a taxa de crescimento do tumor (como para suprimir o
crescimento do tumor) ou impedir ou retardar outra proliferacdo celular indesejada. Em
algumas modalidades, uma quantidade eficaz € uma quantidade suficiente para retardar o
desenvolvimento. Em algumas modalidades, uma quantidade eficaz é uma quantidade
suficiente para prevenir ou retardar a recorréncia. Uma quantidade eficaz pode ser
administrada em uma ou mais administracdes. A quantidade eficaz da droga ou composigéo
pode:(i) reduzir o numero de células de cancer ; (ii) reduzir o tamanho do tumor; (iii) inibir,
retardar, reduzir até certo ponto, e, preferencialmente, impedir a infiltracdo de células de
cancer em orgaos periféricos; (iv) inibir (isto &, reduzir até certo ponto e preferencialmente
parar) metastases de tumor; (V) inibir o crescimento do tumor; (vi) prevenir ou retardar a
ocorréncia e/ou reincidéncia do tumor; e/ou (vii) aliviar, até certo ponto, um ou mais dos
sintomas associados com o cancer.

[0111] "Configuracdo de adjuvante” refere-se a uma configuracdo clinica em que um
individuo teve um histérico de céncer, e geralmente (mas ndo necessariamente) foram
sensiveis a terapia, que inclui, mas ndo esta limitado a, cirurgia (por exemplo, ressec¢éo

cirurgica), radioterapia e quimioterapia. No entanto, devido ao seu histérico de cancer,
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esses individuos séo considerados em risco de desenvolvimento da doenga. O tratamento ou
a administracdo na "configuracdo de adjuvante™ refere-se a um modo subsequente de
tratamento. O grau de risco (por exemplo, quando um individuo na configuracdo de
adjuvante é considerado como de "alto risco™ ou de "baixo risco™) depende de vérios fatores,
mais geralmente do grau da doenca quando primeiramente tratada.

[0112] "Configuracdo de Neoadjuvante™ refere-se a uma configuracdo clinica em que o
método é realizado antes da terapia primaria/definitiva.

[0113] Tal como aqui utilizado, "retardar" o desenvolvimento de cancer significa
protelar, dificultar, reduzir, atrasar, estabilizar e/ou adiar o desenvolvimento da doenca. Esse
atraso pode variar em diferentes periodos de tempo, dependendo do histérico da doenca e/ou
do individuo a ser tratado. Como é evidente para um versado na técnica, um retardo
suficiente ou significativo pode, de fato, abranger a prevencao, na medida em que o individuo
ndo desenvolve a doenga. Um método que "retarda” o desenvolvimento de canceré um
método que reduz a probabilidade de desenvolvimento da doenca em um determinado
periodo de tempo e/ou reduz a extensdo da doenca em um determinado periodo de tempo,
quando comparado ao ndo usar o método. Tais comparacBes geralmente sdo baseadas em
estudos clinicos, usando um numero estatisticamente significativo de individuos. O
desenvolvimento de cancer pode ser detectavel usando métodos padrao, incluindo, mas nao
limitado a, tomografia axial computorizada (CAT Scan), Ressonancia Magnética de Imagem
(MRI), ultrassom abdominal, testes de coagulacdo, arteriografia ou biopsia. O
desenvolvimento também pode se referir a progressdo de cancer isso pode ser inicialmente
indetectavel e inclui ocorréncia, recorréncia e inicio.

[0114] O termo "formulacdo farmacéutica” refere-se a uma preparacdo que esta sob a forma
de permitir que a atividade bioldgica do ingrediente ativo seja eficaz e que ndo contenha
componentes adicionais que sejam inaceitavelmente toxicos para um individuo ao qual a
formulacéo seria administrada. Tais formulagdes séo estéreis. Uma formulacéo "estéril” é
asséptica ou isenta de todos 0s micro-organismos Vivos e Seus esporos.

[0115] Os "transportadores”, tal como aqui utilizados, incluem veiculos, excipientes ou
estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis que ndo sdo toxicos para a célula ou o
mamifero que estdo expostos a eles nas dosagens e concentracfes utilizadas.
Frequentemente, o transportador fisiologicamente aceitavel € uma solugdo tamponada de pH

aquoso. Exemplos de transportadores fisiologicamente aceitaveis incluem tampdes tais
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como fosfato, citrato e outros acidos organicos; antioxidantes incluindo &cido ascérbico e
metionina; conservantes (tais como cloreto de octadecildimetilbenzilaménio, cloreto de
hexametonio, cloreto de benzalconio, cloreto de benzetonio, fenol, alcool butilico ou
benzilico, alquil parabenos, tais como metil ou propilparabeno, catecol, resorcinol, ciclo-
hexanol, 3-pentanol e m-cresol); polipeptideo de baixo peso molecular (menos de cerca de
10 residuos); proteinas, tais como albumina de soro, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tais como glicina, glutamina,
asparagina, arginina ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros carboidratos,
incluindo glicose, manose ou dextrina; agentes quelantes tais como EDTA,; agucares como
sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contracdes de formacdo de sal, tais como sodio;
complexos metalicos (por exemplo, complexos de proteina-Zn); e/ou tensoativos nédo
ibnicos, tais como TWEEN™, polietilenoglicol (PEG) e PLURONICS™ ou
polietilenoglicol (PEG).

[0116] O "diluente™ de interesse aqui € um que é farmaceuticamente aceitavel (seguro e
ndo toxico para administracdo a um humano) e é Gtil para a preparacdao de uma formulagéo
liquida, tal como uma formulacdo reconstituida ap6s a liofilizacdo. Diluentes
exemplificativos incluem &gua estéril, 4gua bacteriostatica para injecdo (BWFI), uma
solucdo de pH tamponado (por exemplo, solucdo salina tamponada com fosfato), solucao
salina estéril, solucdo de Ringer ou solucdo de dextrose. Em uma modalidade alternativa, os
diluentes podem incluir solucdes aquosas de sais e/ou tampdes.

[0117] Um "conservante™ é um composto que pode ser adicionado as formula¢des aqui para
reduzir a atividade bacteriana. A adi¢do de um conservante pode, por exemplo, facilitar a
producdo de uma formulacdo de mudltiplas doses (multiplas doses). Exemplos de
conservantes potenciais incluem cloreto de octadecildimetilbenzilam6nio, cloreto de
hexametileno, cloreto de benzalconio (uma mistura de cloretos de alquilbenzildimetilamonio
em que os grupos alquil sdo compostos de cadeia longa) e cloreto de benzeténio. Outros
tipos de conservantes incluem alcoois aromaticos tais como fenol, butil e alcool benzilico,
alquil parabenos tais como metilo ou propilparabeno, catecol, resorcinol, ciclo-hexanol, 3-
pentanol e m-cresol. O conservante mais preferido aqui é o alcool benzilico.

[0118] Uma formulagcdo “estavel* é aquela em que a proteina nela mantém

essencialmente sua estabilidade e integridade fisica e quimica ap6s o armazenamento.
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Vérias técnicas analiticas para medir a estabilidade da proteina estdo disponiveis na técnica
e sao revisadas em Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel
Dekker, Inc., New York, N. Y., Pubs. (1991) e Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90
(1993). A estabilidade pode ser medida em uma temperatura selecionada durante um
periodo de tempo selecionado. Para uma triagem rapida, a formulacéo pode ser mantida a
40°C durante 2 semanas a 1 més, momneto no qual a estabilidade é medida. Quando a
formulacédo deve ser armazenada a 2-8°C, geralmente a formulacéo deve ser estavel a 30°C
ou 40°C durante pelo menos 1 més e/ou estavel a 2-8°C durante pelo menos 2 anos.
Quando a formulacdo deve ser armazenada a 30°C, geralmente a formulacdo deve ser
estavel durante pelo menos 2 anos a 30°C e/ou estavel a 40°C durante pelo menos 6 meses.
Por exemplo, a extensdo da agregacao durante o armazenamento pode ser usada como um
indicador de estabilidade da proteina. Assim, uma formulagdo "estavel" pode ser uma em
que menos que cerca de 10% e de preferéncia menos que cerca de 5% da proteina esta
presente como um agregado na formulacdo. Em outras modalidades, pode ser determinado
qualquer aumento na formacéo de agregados durante o0 armazenamento da formulacéo.
[0119] Uma formulacdo "reconstituida™ é uma que foi preparada por dissolucdo de uma
proteina liofilizada ou formulacéo de anticorpo num diluente de tal modo que a proteina
esta dispersa por todo o lado. A formulacéo reconstituida é adequada para administracao
(por exemplo, administracdo subcutanea) a um paciente a ser tratado com a proteina de
interesse e, em algumas modalidades do presente pedido, pode ser um gue seja adequado
para administracdo parenteral ou intravenosa.

[0120] Uma formulagdo "isotbnica™ € aquela que tem essencialmente a mesma pressao
osmotica que o sangue humano. As formulacGes isotbnicas terdo geralmente uma pressao
osmotica de cerca de 250 a 350 mOsm. O termo "hipotdnico™ descreve uma formulacdo com
pressdo osmatica abaixo da do sangue humano. Correspondentemente, o termo "hiperténico”
é usado para descrever uma formulagdo com uma pressdo osmotica acima da do sangue
humano. A isotonicidade pode ser medida usando um osmometro de pressdo de vapor ou de
congelamento de gelo, por exemplo. As formulag@es da presente invencao sdo hipertonicas
como resultado da adicdo de sal e/ou tampéo.

[0121] Entende-se que as modalidades do presente pedido descritas neste documento

incluem "consistindo" e/ou "consistindo essencialmente em™ modalidades.
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[0122] A referéncia a "cerca de" um valor ou pardmetro inclui aqui (e descreve)
variacdes de que sao dirigidas a esse valor ou parametro per se. Por exemplo, a descrigédo
que se refere a "cerca de X" inclui a descricdo de "X".

[0123] Tal como aqui utilizado, a referéncia a "n&o" um valor ou pardmetro geralmente
significa e descreve "diferente de" um valor ou pardmetro. Por exemplo, o método néo é
usado para tratar cancer de tipo X significa que o método é usado para tratar cancer de outros
tipos que nédo X.

[0124] O termo "cerca de X-Y" aqui utilizado tem o0 mesmo significado que "cerca de X a
cercadeY."

[0125] Tal como aqui utilizado e nas reivindicacGes anexadas, as formas singulares

"um/uma”, "ou" e "o/a" incluem os plurais referentes, a menos que o contexto especifique

claramente o contrario.

I1. Anticorpos de Dominio Unico Anti-BCMA

[0126] Um aspecto do presente pedido proporciona anticorpos isolados de dominio unico
(aqui referidos como "sdAbs anti-BCMA") gue se ligam especificamente a BCMA, tal como
BCMA humano. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA modula a atividade BCMA.
Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é um anticorpo antagonista. Além disso, sao
proporcionados fragmentos de ligacdo ao antigeno derivados de qualquer um dos sdAbs anti-
BCMA aqui descritos, e proteinas de ligacdo ao antigeno compreendendo qualquer um dos
sdAbs anti-BCMA aqui descritos. Exemplos de sdAbs anti-BCMA estdo listados na Tabela
2 abaixo.

Tabela 2. SdAbs anti-BCMA exemplificativos.

SIA [Ex. |Ex. |CDR1 CDR2 CDR3
b AA | NA

SEQ | SEQ

ID |ID
269A | 115 | 153 | DYYAIG CISRSDGSTYYADSVK | AGADCSGY
3734 (SEQ IDNO:1) | G (SEQ ID NO:39) LRDYEF
6 (SEQ ID

NO:77)

269A | 116 | 154 | TYGMA SKASMNYSGRTYYAD | AGTGCSTYG
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3734 (SEQ ID NO:2) SVKG (SEQ ID NO:40) | CFDAQIIDY

8 (SEQ ID
NO:78)

269A | 117 | 155 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | ADRKSVMSI

3791 (SEQ ID NO:3) G (SEQ ID NO:41) RPDY

7 (SEQ ID
NO:79)

269A | 118 | 156 | INAMG SIRGLGRTNYDDSVK | VYVTLLGG

3735 (SEQ ID NO:4) G (SEQ ID NO:42) VNRDY

5 (SEQ ID
NO:80)

269A | 119 | 157 | SIVMG AIMWNDGITYLQDSV | ASKGRYSEY

3791 (SEQ ID NO:5) KG (SEQ ID NO:43) EY

5 (SEQ ID
NO:81)

269A | 120 | 158 | RAVIV FIKPSDGTIYYIDSLKG | ASPEDWYT

3793 (SEQ ID NO:6) (SEQ ID NO:44) DWIDWSIYR

6 (SEQ ID
NO:82)

269A | 121 | 159 | SDVMG AIMWNDGITYLQDSV | ASKGRYSEY

3795 (SEQ ID NO:7) KG (SEQ ID NO:45) EY

3 (SEQ ID
NO:83)

269A | 122 | 160 | NDHMA AIDWSGRTTNYADPV | VLRAWISYD

3796 (SEQ ID NO:8) EG (SEQ ID NO:46) NDY

5 (SEQ ID
NO:84)

269A | 123 | 161 | KNTVA SITWDGRTTYYADSV | DLGKWPAG

3797 (SEQ ID NO:9) KG (SEQ ID NO:47) PADY

2 (SEQ ID
NO:85)

269A | 124 | 162 | SHVMG VIGWRDISTSYADSVK | ARRIDAADF
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3735 (SEQ ID NO:10) | G (SEQ ID NO:48) DS
3 (SEQ ID
NO:86)
269A | 125 | 163 | TYFMA GIAWSGGSTAYADSV | SRGIEVEEFG
3794 (SEQ ID NO:11) | KG (SEQ ID NO:49) A
8 (SEQ ID
NO:87)
269B | 126 | 164 | INVMA AVTRDGRKSCGDSVK | DGWGATTL
005 (SEQIDNO:12) |G DYTYGMDY
(SEQ ID NO:50) (SEQ ID
NO:88)
269B | 127 | 165 | TFTMG SITWDGRSAYYAESV | DRKSVMSIR
023 (SEQ ID NO:13) | KG (SEQ ID NO:51) PDY
(SEQ ID
NO:89)
269B | 128 | 166 | INAMG TITRGGSTNYGPSVKG | ERLDGSGYG
024 (SEQ ID NO:14) | (SEQ ID NO:52) YEYDY
(SEQ ID
NO:90)
269B | 129 | 167 | KNTVA SITCDGRTTYYANSV | YRKSIMSIQP
028 (SEQ ID NO:15) | NG DY
(SEQ ID NO:53) (SEQ ID
NO:91)
269B | 130 | 168 | SIVMG AIMWNDGLTYLQGSV | DRKSVMSIR
030 (SEQ ID NO:16) | KG (SEQ ID NO:54) PDY
(SEQ ID
NO:92)
269B | 131 | 169 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | RRIDAADFD
038 (SEQIDNO:17) |G S
(SEQ ID NO:55) (SEQ ID
NO:93)
269B | 132 | 170 | KNTVA SITWDGRTTYYADSV | LGKWPAGP

Peticao 870240043644, de 23/05/2024, pag. 45/224




42/218

054 (SEQ ID NO:18) | KG (SEQ ID NO:56) ADY
(SEQ ID
NO:94)
269B | 133 | 171 | INTMD AISLSPTLAYYAESVK | DRKSVMSIR
059 (SEQIDNO:19) |G PDY
(SEQ ID NO:57) (SEQ ID
NO:95)
269B | 134 | 172 | KNTVA SITCDGRTTYYANSV LGKWPAGS
060 (SEQ ID NO:20) | KG ADY
(SEQ ID NO:58) (SEQ ID
NO:96)
269B | 135 | 173 | DYWMH SIDTSGQTTYYADSLK | RYRGGTWY
069 (SEQIDNO:21) |G GMAN
(SEQ ID NO:59) (SEQ ID
NO:97)
269B | 136 | 174 | SNTMA STTWNGRSTYYADSV | LGKWPAGP
074 (SEQ ID NO:22) | KG (SEQ ID NO:60) ADY
(SEQ ID
NO:98)
269B | 137 | 175 | TFTMG DISGGRTNYADSVKG | DRKSVMSIR
076 (SEQ ID NO:23) | (SEQ ID NO:61) PDY
(SEQ ID
NO:99
269B | 138 | 176 | VAAISL FTISRDNAKNTVVLQ DRKSVMSIR
079 (SEQ ID NO:24) | MNSLKP  (SEQ ID | PDY
NO:62) (SEQ ID
NO:100)
269B | 139 | 177 | KNTVA SITWDGRTTYYADSV | TASCHLFGL
083 (SEQ ID NO:25) | KG (SEQ ID NO:63) GSGAFVS
(SEQ ID
NO:101)
269B | 140 | 178 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | SKDRYSEYE
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085 (SEQID NO:26) |G Y
(SEQ ID NO:64) (SEQ ID
NO:102)
269B | 141 | 179 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | KNGGPVDY
093 (SEQ ID NO:27) | GKG (SEQ ID NO:65) (SEQ ID
NO:103)
269B | 142 | 180 | SIVMG AIMWNDGITYLQDSV | SKGRYSEYE
094 (SEQ ID NO:28) | KG (SEQ ID NO:66) Y
(SEQ ID
NO:104)
269B | 143 | 181 | TFTMG AINLSPTLTYYAESVK | ERKSVMAIP
104 (SEQID NO:29) |G PDY
(SEQ ID NO:67) (SEQ ID
NO:105)
260B | 144 | 182 | TFTMG SITLIPTFPYYAYSVKG | YRKYLMSIL
109 (SEQ ID NO:30) | (SEQ ID NO:68) PDY
(SEQ ID
NO:106)
269B | 145 | 183 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | NRNSQRVIA
110 (SEQIDNO:31) |G ALSWIGMN
(SEQ ID NO:69) Y (SEQ ID
NO:107)
269B | 146 | 184 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | RRIDAADFD
113 (SEQ ID NO:32) | G (SEQ ID NO:70) S
(SEQ ID
NO:108)
269B | 147 | 185 | TFTMG VIGWRDINASYADSV | RRIDATDFD
126 (SEQ ID NO:33) | KG (SEQ ID NO:71) S
(SEQ ID
NO:109)
260B | 148 | 186 | NHVMG VIGWRDISTSYADSVK | RRIDAADFD
129 (SEQIDNO:34) |G S
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(SEQ ID NO:72) (SEQ ID
NO:110)
269B | 149 | 187 | NYILA HISRSGGKSGYGDSV | PLWYGSPTL
131 (SEQ ID NO:35) | KG (SEQ ID NO:73) IDY
(SEQ ID
NO:111)
269B | 150 | 188 | TFTMG AISLSPTLAYYAESVK | DRKSVMSIR
135 (SEQ ID NO:36) | G (SEQ ID NO:74) PDY
(SEQ ID
NO:112)
269B | 151 | 189 | TFTMG AISLSPTLAYYAEPVK | DRKSVMSIR
136 (SEQ ID NO:37) | G (SEQ ID NO:75) PDY
(SEQ ID
NO:113)
269B | 152 | 190 | NNFVMG AISLSPTLAYYVESVK | DRKSVMSIR
139 (SEQ IDNO:38) |G PDY
(SEQ ID NO:76) (SEQ ID
NO:114)

[0127] O antigeno maduro de células B (BCMA), também conhecido como CD269, é
um membro da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral, a saber, TNFRSF17
(Thompson et al., J. Exp. Medicine, 192 (1):129-135, 2000). O BCMA humano é expresso
quase exclusivamente em plasmacitos e células de mieloma multiplo por exemplo Novak et
al., Blood, 103(2):689-694, 2004; Neri et al., Clinical Cancer Research, 73(19):5903-5909;
Felix et al., Mol. Oncology, 9(7):1348-58, 2015). BCMA pode ligar o fator de ativacdo das
células B (BAFF) e uma proliferacdo que inclui o ligante (APRIL) (por exemplo, Mackay et
al., 2003 e Kalled et al., Immunological Review, 204:43-54, 2005). O BCMA pode ser um
alvo de antigeno tumoral adequado para agentes imunoterapéuticos contra mieloma
maltiplo. Anticorpos de alta afinidade podem bloquear a ligagdo entre BCMA e seus
ligandos nativos BAFF e APRIL. Os sdAbs anti-BCMA podem ser usados em combinagao
com imunoterapia celular usando células T-CAR, por exemplo, para aumentar os efeitos

citotoxicos contra células tumorais.
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[0128] Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:115. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou
todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:116. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as
trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:117. Em algumas modalidades, €
proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:118. Em algumas modalidades, é proporcionado
um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:119. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-
BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:120. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA
compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID
NO:121. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:122. Em
algumas modalidades, € proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou
todas as trés CDRs da sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:123. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as
trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:124. Em algumas modalidades, é
proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:125. Em algumas modalidades, é proporcionado
um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:126. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-
BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:127. Em algumas modalidades, € proporcionado um sdAb anti-BCMA
compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:128. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:129. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou
todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:130. Em algumas

modalidades, é proporcionado um sdAb
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anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO:131. Em algumas modalidades, € proporcionado um sdAb anti-BCMA
compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:132. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:133. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou
todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:134. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as
trés CDRs da sequéncia de amino&cidos de SEQ ID NO:135. Em algumas modalidades, é
proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:136. Em algumas modalidades, é proporcionado
um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
amino&cidos de SEQ ID NO:137. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-
BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:138. Em algumas modalidades, € proporcionado um sdAb anti-BCMA
compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID
NO:139. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:140. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou
todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:141. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as
trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:142. Em algumas modalidades, ¢é
proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:143. Em algumas modalidades, é proporcionado
um sdAb anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:144. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-
BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:145. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA
compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:146. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb
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anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:147. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb
anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:148. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb
anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:149. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb
anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:150. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb
anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:151. Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb
anti-BCMA compreendendo uma, duas ou todas as trés CDRs da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:152. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é
camelideo. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é humanizado. Em algumas
modalidades, o sdAb anti-BCMA compreende uma estrutura humana aceitadora, por
exemplo, uma estrutura de imunoglobulina humana ou uma estrutura de consenso humano.
[0129] Em algumas modalidades, € proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
pelo menos uma, pelo menos duas ou todas as trés CDRs selecionadas de (a) uma CDR1
compreendendo uma sequéncia de aminodacidos selecionada de SEQ ID NO:1-38; (b) uma
CDR2 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO:39-76;
e (c) uma CDR3 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID
NO:77-114. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é camelideo. Em algumas
modalidades, o sdAb anti-BCMA é humanizado. Em algumas modalidades, o sdAb anti-
BCMA compreende uma estrutura humana aceitadora, por exemplo, uma estrutura de
imunoglobulina humana ou uma estrutura de consenso humano.

[0130] Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
trés CDRs compreendendo:(a) uma CDR1 com pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 %, ou 100% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 1-
38; (b) uma CDR2 com pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 %, ou 100% de identidade de sequéncia com
uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 39-76; e (c) uma CDR3 com
pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
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97%, 98%, 99 %, ou 100% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos
selecionada de SEQ ID NO:77-114. Em algumas modalidades, uma CDR tendo pelo menos
cerca de qualquer um de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,

95%, 96%, 97%, 98%, ou 99%identidade contém substituicdes (por exemplo, substituicdes
conservativas), insercdes ou delecdes em relacdo a sequéncia de referéncia, mas o sdAb anti-
BCMA compreendendo essa sequéncia mantém a capacidade de se ligar ao BCMA. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 com cerca de qualquer uma das substitui¢bes de 1, 2, 3 ou
4 aminoécidos (por exemplo, substituicdes conservadoras), inser¢des ou delecdes a uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 1-38; (b) uma CDR2 com cerca de
qualquer uma das substituicdes de 1, 2, 3 ou 4 aminoacidos (por exemplo, substituicdes
conservadoras), insercoes ou dele¢des a uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ
ID NO: 39-76; e (c) uma CDR3 com cerca de qualquer uma das substituicdes de 1, 2, 3 ou
4 aminoéacidos (por exemplo, substituicdes conservadoras), insercdes ou delecdes a uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO:77-

114. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é amadurecido por afinidade. Em
algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é camelideo. Em algumas modalidades, o sdAb
anti-BCMA ¢é humanizado. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA compreende uma
estrutura humana aceitadora, por exemplo, uma estrutura de imunoglobulina humana ou uma
estrutura de consenso humano.

[0131] Em algumas modalidades, € proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo
trés CDRs compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:1; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:39; e (c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:77.
Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:40; e

(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:78. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:3; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:41; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79. Em

Peticao 870240043644, de 23/05/2024, pag. 52/224



49/218

algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:4; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:42; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de amino&cidos de SEQ ID NO:80. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:5; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:43; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:81. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:6; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:44; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:82. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:7; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:45; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:83. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:8; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:46; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:84. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:9; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:47; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:85. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:10; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:86. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:11; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:49; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:87. Em
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algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:12; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:50; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de amino&cidos de SEQ ID NO:88. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:13; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:89. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:14; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:52; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:90. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:15; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:53; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:91. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:16; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:92. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:17; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:55; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:93. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:18; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:56; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:19; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:57; and
(c) a CDR3 comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:95. Em algumas
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modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:20; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:58; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:21; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:59; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:97. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:22; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:60; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:98. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:23; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:61; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:99. Em algumas
modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:24; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:62; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:100. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:25; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:63; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:101. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:26; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:64; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:102. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:27; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:65; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:103. Em
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algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:28; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:66; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:104. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:67; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:105. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:30; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:68; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:106. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:31; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:69; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:107. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:32; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:70; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:108. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:33; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:71; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:109. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:34; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:72; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:110. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:35; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:73; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:111. Em
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algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:36; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:112. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:37; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:113. Em
algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA compreendendo trés CDRs
compreendendo:(a) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:38; (b) uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76; e
(c) uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:114. Em
algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é camelideo. Em algumas modalidades, o sdAb
anti-BCMA ¢é humanizado. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA compreende uma
estrutura humana aceitadora, por exemplo, uma estrutura de imunoglobulina humana ou uma
estrutura de consenso humano.

[0132] Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA, incluindo qualquer uma das
modalidades descritas acima (isto €, sdAb anti-BCMA compreendendo CDR1, CDR2 e/ou
CDR3 especificas compreende um dominio VyH com pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID
NO:115-152. Em algumas modalidades, uma sequéncia VuH com pelo menos cerca de
qualquer um de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, ou 99%identidade contém substituicdes (por exemplo, substituicdes conservativas),
insercBes ou delecBes em relagdo a sequéncia de referéncia, mas o sdAb anti-BCMA
compreendendo essa sequéncia mantem a capacidade de se ligar ao BCMA. Em algumas
modalidades, um total de 1 a 10 aminoacidos foram substituidos, inseridose/ou deletados em
uma sequéncia de aminodcidos selecionada de SEQ ID NO:115-152. Em algumas
modalidades, substitui¢Oes, inser¢des ou delegdes ocorrem em regides fora das CDRs (isto
é, nas FRs). Opcionalmente, o sdAb anti-BCMA compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionado de SEQ ID NO:115-152, incluindo modificagdes pos- traducionais daquela

sequéncia.
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[0133] Em algumas modalidades, é proporcionado um sdAb anti-BCMA isolado
compreendendo um dominio VuH com uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NOs:115-152. Em algumas modalidades, é proporcionado um
polipeptideo multivalente compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste em SEQ ID NO:115-152.

[0134] Em algumas modalidades, os epitopos funcionais podem ser mapeados pela
varredura combinada de alanina. Neste processo, uma estratégia combinatdria de varredura
de alanina pode ser usada para identificar aminoacidos na proteina BCMA que sdo
necessarios para a interacao com sdAbs anti-BCMA. Em algumas modalidades, o epitopo é
conformacional e a estrutura cristalina de sdAbs anti-BCMA ligado ao BCMA pode ser
empregada para identificar os epitopos. Em algumas modalidades, o presente pedido
proporciona um epitopo de BCMA derivado de uma sequéncia de amino&cidos selecionada
do grupo que consiste em SEQ ID NOs:388-394. Em algumas modalidades, o presente
pedido proporciona um epitopo de BCMA compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:388-394.

[0135] Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona anticorpos que competem
com qualquer um dos sdAbs anti-BCMA aqui descritos por ligagdo ao BCMA. Em algumas
modalidades, a inven¢do proporciona anticorpos que competem com os sdAbs anti-BCMA
aqui proporcionados para ligacdo a um epitopo no BCMA. Em algumas modalidades, é
proporcionado um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que um sdAb anti-BCMA
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOs:115-152. Em algumas modalidades, € proporcionado um anticorpo que se liga
especificamente ao BCMA competitivamente com um sdAb anti- BCMA compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:115-152.
[0136] Em algumas modalidades, ensaios de competicdo podem ser usados para identificar
um anticorpo monoclonal que compete com um sdAb anti-BCMA descrito aqui para ligagdo
ao BCMA. Os ensaios de competicdo podem ser utilizados para determinar se dois
anticorpos se ligam ao mesmo epitopo, reconhecendo epitopos idénticos ou sobreponiveis
estereoquimicamente ou um anticorpo inibe competitivamente a ligagdo de outro anticorpo
ao antigeno. Em certas modalidades, tal anticorpo competidor liga-se a0 mesmo epitopo

(por exemplo, um epitopo de BCMA derivado de uma sequéncia de
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aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:388-394) que esté ligado a
um anticorpo aqui descrito. Ensaios de competicdo exemplificativos incluem, mas néo estdo
limitados a, ensaios de rotina, tais como os proporcionados em Harlow and Lane (1988)
Antibodies:A Laboratory Manual ch. 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N. Y.).). Métodos exemplificativos detalhados para mapear um epitopo ao qual um
anticorpo se liga sdo proporcionados em Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols,” in
Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, N. J.). Em algumas
modalidades, dizem-se que dois anticorpos se ligam ao mesmo epitopo se cada um deles
bloquear a ligagdo do outro em 50% ou mais. Em algumas modalidades, o anticorpo que
compete com um sdAb anti-BCMA aqui descrito € um anticorpo camelideo, quimérico,
humanizado ou humano. Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona um
anticorpo que compete com um sdAb anti-BCMA de camelideo, quimérico, humanizado ou
humano, como aqui descrito.

[0137] Em algumas modalidades, € proporcionado um anticorpo anti-BCMA ou proteina
de ligacdo ao antigeno compreendendo qualquer um dos sdAbs anti-BCMA descritos acima.
Em algumas modalidades, o anticorpo anti-BCMA é um anticorpo monoclonal, incluindo
um anticorpo de camelideo, quimérico, humanizado ou humano. Em algumas modalidades,
0 anticorpo anti-BCMA é um fragmento de anticorpo, por exemplo, um fragmento VyH. Em
algumas modalidades, o anticorpo anti-BCMA € um anticorpo de cadeia pesada de
comprimento total que compreende uma regido Fc de qualquer classe de anticorpos ou
isotipo, tal como 1gG1 ou IgG4. Em algumas modalidades, a regido Fc reduziu ou minimizou
a funcéo efetora.

[0138] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-BCMA (tal como o sdAb anti-BCMA)
ou proteina de ligagdo ao antigeno de acordo com qualquer das modalidades anteriores pode
incorporar qualquer uma das caracteristicas, isoladamente ou em combinagao, como descrito
nas Secgdes 1-7 de "Caracteristicas dos anticorpos" abaixo.

[0139] Em algumas modalidades, é proporcionado um acido nucleico isolado que
codifica qualquer um dos anticorpos anti-BCMA (tais como sdAb anti-BCMA) descritos
acima. Em algumas modalidades, é proporcionado um &cido nucleico isolado que codifica
um sdAb anti-BCMA em que o acido nucleico compreende uma sequéncia tendo pelo menos
cerca de qualquer um de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,

95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% de identidade de sequéncia para uma sequéncia de
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acido nucleico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:153-190. Em algumas
modalidades, é proporcionado um acido nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de
acido nucleico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:153-190. Em algumas
modalidades, um vetor (por exemplo, vetor de expressdo) compreendendo esse acido
nucleico. Em algumas modalidades, é proporcionada uma célula hospedeira compreendendo
esse acido nucleico. Em algumas modalidades, é proporcionado um método de producéo de
um anticorpo anti-BCMA, em que o método compreende cultivar uma célula hospedeira
compreendendo um &cido nucleico que codifica o anticorpo anti- BCMA, conforme
proporcionado acima, em condicGes adequadas para a expressdo do anticorpo anti-BCMA,
e opcionalmente recuperar o anticorpo anti-BCMA da célula hospedeira (ou meio de cultura

de célula hospedeira).

Caracteristicas de anticorpos

1. Afinidade de anticorpo

[0140] Em algumas modalidades, um anticorpo anti-BCMA proporcionado aqui tem
uma constante de dissocia¢do (Kd) de < 1uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01
nM, ou < 0,001 nM (por exemplo, 10 M ou menos por exemplo de 10® M a 102 M, por
exemplo, de 10° M a 10 M).

[0141] Em algumas modalidades, a Kd é medida por um ensaio de ligacdo ao antigeno
radiomarcado (RIA) realizado com a versdo Fab ou fragmento VyH de um anticorpo de
interesse e do seu antigeno como descrito pelo seguinte ensaio. Por exemplo, a afinidade
de ligacdo de solucdo de Fab para o antigeno ¢ medida pelo Fab de equilibrio com uma
concentragio minima de antigeno marcado com (%°1) na presenca de uma série de titulagio
de antigeno ndo marcado, depois capturando antigeno ligado com uma placa revestida com
anticorpo anti-Fab (ver, por exemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881(1999)).
[0142] Em algumas modalidades, a Kd é medida utilizando ensaios de ressonancia de
plasmon de superficie utilizando um BIACORE®-2000 ou um BIACORE ®-3000
(BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C com chips de antigeno CM5 imobilizados a ~ 10
unidades de resposta (RU). Resumidamente, chips biossensores de dextrano
carboximetilados (CM5, BIACORE Inc.) sdo ativados com cloridrato de N-etil-N’-(3-
dimetilaminopropil)-carbodi-imida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) de acordo com
as instrucdes do fornecedor. O antigeno é diluido com acetato de sodio 10 mM, pH 4,8,

para 5 pg/ml (~0,2 uM) antes da injecdo a uma taxa de fluxo de 5 pl/minuto para atingir
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aproximadamente 10 unidades de resposta (UR) de proteina acoplada. Apds a injecdo de
antigeno, etanolamina 1 M é injetada para bloguear 0s grupos que ndo reagiram. Para
medic¢des cinéticas, duas diluicbes em série de Fab ou VyH do anticorpo de interesse (0,78
nM a 500 nM) sdo injetados em PBS com tensoativo de polissorbato 20 a 0,05% (TWEEN-
20™) (PBST) a 25°C a uma taxa de fluxo de aproximadamente 25 pl/min. Taxas de

associacao (kgn) e taxas de dissociagéo (koff) sdo calculadas usando um modelo simples de

ligaco de Langmuir um-para-um (Software de avaliagdo BIACORE ® versdo 3. 2) ajustando
simultaneamente os modelos de associagdo e dissocia¢do. A constante de dissociacdo de

equilibrio (Kd) é calculada como a razéo koff/kon. Ver, por exemplo, Chen et al., J. Mol.

Biol. 293:865-881 (1999). Se a taxa de associacdo passa de 10° M s pelo ensaio de
ressonancia de plasmon de superficie acima, entdo a taxa de associacdo pode ser determinada
usando uma técnica de extin¢do de fluorescéncia que mede o aumento ou diminuicdo da
intensidade de emissdo de fluorescéncia (excitagdo = 295 nm; emissdo = 340 nm, 16 nm
passa-banda) a 25°C de um anticorpo 20 nM anti-antigénio (forma Fab) em PBS, pH 7,2, na
presenca de concentracdes crescentes de antigeno, tal como medido num espectrdmetro, tal
como um espectrofotdmetro equipado com fluxo de paragem (Aviv Instruments) ou um
espectrofotometro SLM-AMINCO ™ 8000-series (ThermoSpectronic) com uma cuveta
agitada.

2. Fragmentos de Anticorpo

[0143] Em algumas modalidades, um anticorpo aqui proporcionado € um fragmento de
anticorpo. Fragmentos de anticorpo incluem, mas ndo estdo limitados a, fragmentos Fab,
Fab', Fab'-SH, F(ab")., Fv, e scFv, VuH, e outros fragmentos descritos abaixo. Para uma
reviséo de certos fragmentos de anticorpos, ver Hudson etal. Nat. Med. 9:129-134 (2003).
Para uma revisdo de fragmentos scFv, ver por exemplo, Pluckthlin, em The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer- Verlag, New
York), pp. 269-315 (1994); ver, também WO 93/16185; e Patente U.S. 5.571.894 e
5.587.458). Para a discussdo de fragmentos Fab e F(ab'), compreendendo residuos de
epitopo de ligacdo ao receptor de salvamento e tendo um aumento na meia vida in vivo, ver
Patente US 5.869.046.

[0144] Os diacorpos sdo fragmentos de anticorpo com dois sitios de ligacdo ao antigeno
que podem ser bivalentes ou biespecificos. Ver, por exemplo, EP 404,097; WO
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1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003); and Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993). Triacorpos e tetracorpos também sdo descritos em
Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

[0145] Os fragmentos de anticorpo podem ser produzidos por varias técnicas, incluindo,
mas ndo se limitando a digestdo proteolitica de um anticorpo intacto, bem como a producéao
por células hospedeiras recombinantes (por exemplo E. coli ou fago), conforme descrito
neste documento.

3. Anticorpos quimeéricos e humanizados

[0146] Em algumas modalidades, o anticorpo proporcionado aqui € um anticorpo quimeérico.
Certos anticorpos quiméricos sdo descritos, por exemplo., na Patente US 4.816.567; e
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Em um exemplo, um
anticorpo quimérico compreende uma regiao variavel ndo humana (por exemplo, uma regido
variavel derivada de uma espécie de camelideo, como lhama) e uma regido constante
humana. Num outro exemplo, um anticorpo quimérico ¢ um anticorpo de “classe trocada”
em que a classe ou a subclasse foi alterada a partir do anticorpo parental. Os anticorpos
quimeéricos incluem fragmentos de ligacdo ao antigeno.

[0147] Em algumas modalidades, um anticorpo quimérico € um anticorpo humanizado.
Tipicamente, um anticorpo ndo humano é humanizado para reduzir a imunogenicidade para
0s seres humanos, embora mantendo a especificidade e afinidade do anticorpo ndo humano
parental. Geralmente, um anticorpo humanizado compreende um ou mais dominios variaveis
nos quais HVRs, por exemplo, CDRs, (ou porcbes das mesmas) sdo derivadas de um
anticorpo ndao humano, e FRs (ou porgdes das mesmas) sdo derivadas das sequéncias de
anticorpo humano. Um anticorpo humanizado opcionalmente também compreendera pelo
menos uma por¢do de uma regido constante humana. Em algumas modalidades, alguns
residuos de FR em um anticorpo humanizado sdo substituidos por residuos correspondentes
de um anticorpo ndo humano (por exemplo, o anticorpo a partir do qual os residuos de HVR
sdo derivados), por exemplo, para restaurar ou melhorar a especificidade ou a afinidade do
anticorpo.

[0148] Os anticorpos humanizados e métodos de preparar 0S mesmos Sao revistos, por
exemplo, em Almagro and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), e s&o descritos
adicionalmente, por exemplo, em Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); Queen et
al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); Patente U. S 5. 821. 337, 7. 527.
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791, 6. 982. 321, e 7. 087. 409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (descrevendo
enxerto de SDR (a-CDR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (descrevendo
“ressuperficie”); Dall’Acqua et al.,, Methods 36:43-60 (2005) (descrevendo
“embaralhamento de FR”); e Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) e Klimka et al., Br.
J. Cancer, 83:252-260 (2000) (descrevendo a abordagem de “selecdo guiada” para
embaralhamento de FR).

[0149] As regides estruturais humanas que podem ser utilizadas para a humanizagédo
incluem, mas ndo estdo limitadas as:regides de estrutura selecionadas usando o método
“melhor ajuste” (ver, por exemplo, Sims et al. J. Immunol. 151:2296 (1993)); regides
estruturais derivadas da sequéncia de consenso de anticorpos humanos de um subgrupo
particular de regides variaveis de cadeia leve ou pesada (ver, por exemplo, Carter et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); e Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993));
regides estruturais humanas maduras (somaticamente mutadas) ou regies estruturais da
linhagem germinativa humana (ver, por exemplo, Almagro and Fransson, Front. Biosci.
13:1619-1633 (2008)); e regides estruturais derivadas da triagem de bibliotecas de FR (ver,
por exemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) e Rosok et al., J. Biol.
Chem. 271:22611-22618 (1996)).

[0150] Em algumas modalidades, os SdAbs sdo modificados, tais como humanizados, sem
diminuir a afinidade nativa do dominio para o antigeno e ao mesmo tempo que reduzem a
sua imunogenicidade em relagdo a uma espécie heteréloga. Por exemplo, os residuos de
aminoacidos do dominio variavel de anticorpos (VxH) de um anticorpo de Ihama pode ser
determinado, e um ou mais dos aminoacidos de camelideos, por exemplo, nas regides da
estrutura, sdo substituidos por sua contraparte humana, conforme encontrado na sequéncia
de consenso humana, sem que esse polipeptideo tenha perdido seu carater tipico, i. e. a
humanizacdo nao afeta significativamente a capacidade de ligacdo ao antigeno do
polipeptideo resultante. A humanizagdo de sdAbs de camelideo requer a introducéo e
mutagénese de uma quantidade limitada de aminoacidos numa Gnica cadeia polipeptidica.
Isso contrasta com a humanizagéo de scFv, Fab ', (Fab') 2 e IgG, que requer a introducéo de
mudangas de aminoacidos em duas cadeias, a cadeia leve e pesada e a preservacdo da
montagem de ambas as cadeias.

[0151] Anticorpos de dominio Gnico compreendendo um dominio VuHpodem ser

humanizados para ter sequéncias semelhantes a humanos. Em algumas modalidades, as
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regides FR do dominio VxH usadas aqui compreendem, pelo menos, cerca de 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95% ou mais de homologia de sequéncia de aminoacidos para regiées Vx
de estrutura humanas. Uma classe exemplificativa de dominios VnH humanizadosé
caracterizado pelo fato de VyHs transporta um aminoacido do grupo que consiste em glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptofano, metionina,
serina, treonina, asparagina ou glutamina na posi¢do 45, como, por exemplo, L45 e um
triptofano na posigdo 103, de acordo com a numeracao de Kabat. Como tal, os polipeptideos
pertencentes a esta classe mostram uma alta homologia de sequéncia de aminoacidos para
regibes V1 de estrutura humanas e referidos polipeptideos podem ser administrados a um
humano diretamente sem a expectativa de uma resposta imune indesejada e sem a carga de
humanizacdo adicional.

[0152] Outra classe exemplificativa de sdAbs de camelideo humanizados foi descrita em
WO 03/035694 e contém residuos de FR2 hidrofébicos tipicamente encontrados em
anticorpos convencionais de origem humana ou de outras espécies, mas compensando essa
perda em hidrofilicidade pelo residuo de arginina carregado na posicdo 103 que substitui o
residuo de triptofano conservado presente em Vy de anticorpos de cadeia Unica. Como tal,
0s peptideos pertencentes a estas duas classes mostram uma alta homologia de sequéncia de
aminoacidos para regibes Vu de estrutura humanas e referidos peptideos podem ser
administrados a um humano diretamente sem a expectativa de uma resposta imune

indesejada e sem a carga de humanizacdo adicional.

4. Anticorpos Humanos

[0153] Em algumas modalidades, um anticorpo aqui proporcionado é um anticorpo humano.
Os anticorpos humanos podem ser produzidos utilizando vérias técnicas conhecidas na
técnica. Os anticorpos humanos sdo descritos geralmente em van Dijk and van de Winkel,
Curr. Opin. Pharmacol. 5:368-74 (2001) e Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459
(2008). Camundongos transgénicos ou ratos capazes de produzir sdAbs totalmente humanos
sdo conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, US20090307787A1, Patente US 8.754.287,
US20150289489A1, US20100122358A1, e WO2004049794.

[0154] Os anticorpos humanos podem ser preparados pela administragdo de um imunogeno
a um animal transgénico que foi modificado para produzir anticorpos humanos intactos ou
anticorpos intactos com regides variaveis humanas em resposta ao desafio antigénico. Tais

animais tipicamente contém toda ou uma por¢do dos loci de
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imunoglobulina humana, que substituem os loci enddgenos de imunoglobulina, ou que estéo
presentes extracromossomicamente ou integrados aleatoriamente nos cromossomas do
animal. Em tais camundongos transgénicos, os loci da imunoglobulina endégena geralmente
foram inativados. Para uma revisdo de métodos para obter anticorpos humanos a partir de
animais transgénicos, ver Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Ver também, por
exemplo, Patente. US 6.075.181 e 6.150.584 descrevendo a tecnologia XENOMOUSE™ ;
Patente. U. S. 5. 770. 429 descrevendo a tecnologia HUMAB®; Patente US 7.041.870
descrevendo a tecnologia K-M MOUSE®, ePublicagdo do Pedido de Patente US
2007/0061900, descrevendo a tecnologia VELOCIMOUSE®). As regides varidveis humanas
de anticorpos intactos geradas por tais animais podem ser adicionalmente modificadas, por
exemplo, através da combinacdo com uma regido constante humana diferente.

[0155] Os anticorpos humanos também podem ser produzidos por métodos a base de
hibridoma. Linhagens celulares de mieloma humano e de heteromieloma de camundongo-
humano para a producao de anticorpos monoclonais humanos foram descritas. (Ver, por
exemplo, Kozbor J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York,
1987); e Boerner et al., J. Immunol., 147:86 (1991).) Anticorpos humanos gerados via
tecnologia de hibridoma de células B humanas sdo também descritos em Li et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Métodos adicionais incluem aqueles
descritos, por exemplo, naPatente US 7. 189. 826 (descrevendo a producao de anticorpos
IgM humanos monoclonais a partir de linhagens celulares de hibridoma) e Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (descrevendo hibridomas humano-humano). A
tecnologia de hibridoma humano (tecnologia Trioma) é também descrita em Vollmers and
Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) e Vollmers and Brandlein,
Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).
[0156] Os anticorpos humanos podem tambem ser gerados por isolamento de sequéncias
de dominio varidvel de clones de Fv selecionados a partir de bibliotecas de exibicdo em
fagos de origem humana. Tais sequéncias de dominio variaveis podem em seguida ser
combinadas com um dominio constante humano desejado. As técnicas para a selecéo de

anticorpos humanos a partir de bibliotecas de anticorpos sdo descritas abaixo.
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[0157] Uma técnica para obter sequéncias VHH dirigidas contra um antigeno ou alvo
particular envolve imunizar adequadamente um mamifero transgénico que € capaz de
expressar anticorpos de cadeia pesada (isto é, de modo a elevar uma resposta imune e/ou
anticorpos de cadeia pesada dirigida contra o referido antigeno ou alvo), obtendo uma
amostra bioldgica adequada do referido mamifero transgénico que contém (codificacéo de
sequéncias de acido nucleico) as referidas sequéncias VHH (como uma amostra de sangue,
amostra de soro ou amostra de células B) e, em seguida, gerando sequéncias Vx1H dirigidas
contra o referido antigeno ou alvo, a partir da referida amostra, utilizando qualquer técnica
adequada conhecida per se (tal como qualquer dos métodos aqui descritos ou uma técnica
de hibridoma). Por exemplo, para este fim, os camundongos que expressam anticorpo de
cadeia pesada e os métodos e técnicas adicionais descritos em WO 02/085945, WO
04/049794 e WO 06/008548 e Janssens et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2006 Oct. 10;
103(41):15130-5 podem ser usados. Por exemplo, tais camundongos que expressam
anticorpo de cadeia pesada podem expressar anticorpos de cadeia pesada com qualquer
dominio variavel ((nico) adequado, como dominios variaveis (Unicos) de fontes naturais
(por exemplo, dominios varidaveis humanos (Unicos), dominios varidveis de camelideo
(Unicos) ou dominios variaveis de tubardo (Unico), bem como, por exemplo, dominios
variaveis sintéticos ou semissintéticos (Unicos).

5. Anticorpos derivados de Biblioteca

[0158] Os anticorpos do presente pedido podem ser isolados por triagem de bibliotecas
combinatdrias de anticorpos com a atividade ou atividades desejadas. Por exemplo, uma
variedade de métodos € conhecida na técnica para a geracdo de bibliotecas de apresentacéo
em fagos e triagem de tais bibliotecas quanto a anticorpos que possuem as caracteristicas de
ligacdo desejadas. Esses métodos sdo revistos, por exemplo, em Hoogenboom et al. in
Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ,
2001) e descritos adicionalmente, por exemplo, em the McCafferty et al., Nature 348:552-
554; Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597
(1992); Marks and Bradbury, em Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed.,
Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (2004); Lee
et al., J. Mol. Biol. 340(5):1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101(34):12467-12472 (2004); e Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2):119-132(2004).
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Métodos para construir bibliotecas sdAb foram descritos, por exemplo, ver Patente US
7.371.849.

[0159] Em certos métodos de exibicdo de fagos, repertorios de genes V1 e VL séo clonados
separadamente por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e recombinados aleatoriamente
em bibliotecas de fagos, que podem ent&o ser rastreados para o fago de ligacdo ao antigeno
como descrito em Winter et al., Ann. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994). O fago exibe
normalmente fragmentos de anticorpo, tanto como fragmentos Fv de cadeia Unica (scFv)
como fragmentos Fab. As bibliotecas de fontes imunizadas proveem anticorpos de alta
afinidade ao imunogeno sem a necessidade de construir hibridomas. Alternativamente, o
repertorio naive pode ser clonado (por exemplo, a partir de humano), para proporcionar uma
Unica fonte de anticorpos para uma ampla faixa de ndo auto e também autoantigenos sem
qualquer imunizacdo como descrito por Griffiths et al., EMBO J, 12:725-734 (1993).
Finalmente, bibliotecas naive podem também ser produzidas sinteticamente através de
clonagem de segmentos de genes V ndo rearranjados a partir de células-tronco, e utilizando
iniciadores de PCR contendo uma sequéncia aleatéria para codificar as regides CDR3
altamente variaveis e para alcancar o rearranjo in vitro, tal como descrito por Hoogenboom
and Winter, J. Mol. Biol., 227:381-388 (1992). As publicacGes de patentes que descrevem
bibliotecas de fagos de anticorpo humano incluem, por exemplo: Patente US 5.750.373, e
Publicagdo de Patente US 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000,
2007/0117126,  2007/0160598,  2007/0237764,

2007/0292936, e 2009/0002360.

[0160] Os anticorpos ou fragmentos de anticorpo isolados a partir de bibliotecas de
anticorpos humanos sdo considerados anticorpos humanos ou fragmentos de anticorpos
humanos aqui.

6. Anticorpos multiespecificos

[0161] Em algumas modalidades, um anticorpo aqui proporcionado € um anticorpo
multiespecifico, por exemplo, um anticorpo biespecifico. Anticorpos multiespecificos sao
anticorpos que possuem especificidades de ligacdo para pelo menos dois sitios diferentes.
Em algumas modalidades, uma das especificidades de ligacdo € para um antigeno
selecionado do grupo que consiste em CD19, CD20, BCMA e CD38, e 0 outro é para
qualquer outro antigeno. Em algumas modalidades, os anticorpos biespecificos podem ligar-

se a dois epitopos diferentes de um antigeno selecionado do grupo que consiste em

Peticao 870240043644, de 23/05/2024, pag. 67/224



64/218

CD19, CD20, BCMA e CD38. Os anticorpos biespecificos também podem ser utilizados
para localizar agentes citotoxicos para células que expressam um antigeno selecionado do
grupo que consiste em CD19, CD20, BCMA e CD38.

[0162] Os anticorpos biespecificos podem ser preparados como anticorpos completos ou
fragmentos de anticorpos. As técnicas para produzir anticorpos multiespecificos incluem,
mas nao estdo limitadas a coexpressao recombinante de dois pares de cadeia pesada-cadeia
leve de imunoglobulina possuindo especificidades diferentes (ver Milstein and Cuello,
Nature 305:537 (1983)), WO 93/08829, e Traunecker et al., EMBO J. 10:3655 (1991)),
engenharia “knob-in-hole” (ver, por exemplo, Patente US 5.731.168). Anticorpos
multiespecificos também podem ser produzidos através da engenharia de efeitos da direcao
eletroestatica para produzir molulas heterodiméricas de Fc de anticorpo (WO
2009/089004A1); reticulacdo de dois ou mais anticorpos ou fragmentos (ver, por exemplo,
Patente US 4. 676. 980, e Brennan et al., Science, 229:81 (1985)); usando ziperes de leucina
para produzir anticorpos biespecificos (ver, por exemplo, Kostelny et al., J. Immunol.,
148(5):1547-1553 (1992)); usando a tecnologia “diacorpo” para fazer fragmentos de
anticorpos biespecificos (ver, por exemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:6444-6448 (1993)); e usando dimeros de Fv de cadeia simples (sFv) (ver, por exemplo,
Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)); e preparando anticorpos trispecificos como
descrito, por exemplo, em Tutt et al. J. Immunol. 147:60 (1991); e criando polipeptideos
que compreendem anticorpos de dominio Unico em tandem (ver, por exemplo, Pedido de
Patente 20110028695; e Conrath et al. J. Biol. Chem., 2001; 276 (10):7346-50). Os
anticorpos engenheirados com trés ou mais sitios de ligacdo ao antigeno funcionais,
incluindo “Anticorpos octopus”, sdo também incluidos neste documento (ver, por exemplo,

US 2006/0025576A1).

7. Variantes de Anticorpo

[0163] Em algumas modalidades, variantes de sequéncias de aminoacidos dos anticorpos
aqui proporcionados sdo contempladas. Por exemplo, pode ser desejavel melhorar a
afinidade de ligagdo e/ou outras propriedades bioldgicas do anticorpo. Variantes de
sequéncia de aminoacidos de um anticorpo podem ser preparadas através da introducéo de
modificacdes apropriadas na sequéncia de acido nucleico que codifica o anticorpo, ou por
sintese peptidica. Tais modificacGes incluem, por exemplo, dele¢des de, e/ou inser¢des e/ou

substituicdes de residuos no interior das sequéncias de aminoacidos do anticorpo.
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Qualquer combinacdo de delecéo, insercdo e substituicdo pode ser feita para chegar ao
construto final, contanto que o construto final possua as caracteristicas desejadas, por
exemplo, ligacdo ao antigeno.

a) variantes de substituicdo. insercdo e delecdo

[0164] Em algumas modalidades, variantes de anticorpo possuindo uma ou mais
substituicdes de aminoécidos sdo proporcionadas. Sitios de interesse para a mutagénese de
substituicdo incluem as HVRs e FRs. As substituicdes conservativas sdo mostradas na
Tabela 3, sob o titulo de “Substitui¢oes preferidas”. Alteragdes mais substanciais séo
proporcionadas na Tabela 3, sob o titulo de “substitui¢des exemplificativas”, e tal como mais
bem descrito abaixo em referéncia as classes da cadeia lateral de aminoacidos acidos. As
substituicdes de aminoacidos podem ser introduzidas num anticorpo de interesse e 0s
produtos triados para uma atividade desejada, por exemplo, ligacdo ao antigeno
retida/melhorada, imunogenicidade reduzida, ou ADCC ou CDC melhorada.

TABELA 3. Substitui¢cbes de Aminoacidos

Original Substituicbes Substituicbes
Residuo Exemplificativas Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val

Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys

Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

GIn (Q) Asn; Glu Asn

Glu (E) Asp; GIn Asp

Gly (G) Ala Ala

His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg

e (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg

Met (M) Leu; Phe; lle Leu

Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
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Original Substituicbes Substituicbes
Residuo Exemplificativas Preferidas
Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Val; Ser Ser

Trp (W) Tyr; Phe Tyr

Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe

Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

[0165] Os aminoacidos podem ser agrupados de acordo com as propriedades da cadeia
lateral comuns:

(1) hidrofébico:Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilicos neutros:Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(3) acidos:Asp, Glu;

(4) basicos:His, Lys, Arg;

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

(6) aromaticos:Trp, Tyr, Phe.
[0166] Substituigdes ndo conservadoras irdo implicar na troca de um membro de uma destas
classes por outra classe.
[0167] Um tipo de variante de substituicdo envolve a substituicdo de um ou mais
residuos da regido hipervariavel de um anticorpo parental (por exemplo, um anticorpo
humanizado ou humano). Geralmente, as variantes resultantes selecionadas para um estudo
mais aprofundado terdo modificacfes (por exemplo, melhorias) em certas propriedades
bioldgicas (por exemplo, 0 aumento da afinidade, imunogenicidade reduzida) relativamente
ao anticorpo parental e/ou tera substancialmente certas propriedades bioldgicas retidas do
anticorpo parental. Uma variante de substituicdo exemplificativa é um anticorpo maturado
por afinidade, que pode ser gerado convenientemente, por exemplo, usando técnicas de
maturacdo de afinidade a base de exibicdo em fagos, tais como aquelas aqui descritas.
Resumidamente, um ou mais residuos de HVR sdo mutados e os anticorpos variantes
exibidos em fago e triados para uma atividade bioldgica especifica (por exemplo, afinidade
de ligacéo).
[0168] As alteracdes (por exemplo, substituicdes) podem ser feitas em HVRs, por exemplo,

para melhorar a afinidade do anticorpo. Tais alteracbes podem ser feitas em
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"pontos principais" de HVR,” isto &, residuos codificados por codons que sofrem mutagao
em alta frequéncia durante o processo de maturagdo somatica (ver, por exemplo, Chowdhury,
Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), e/ou SDRs (a-CDRs), com 0 V1 ou VL variante
resultante sendo testado para afinidade de ligacdo. A maturacdo por afinidade através da
construcdo e resselecdo de bibliotecas secundarias foi descrita, por exemplo, em
Hoogenboom et al. em Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human
Press, Totowa, NJ, (2001).) Em algumas modalidades de maturacdo por afinidade, a
diversidade é introduzida nos genes variaveis escolhidos para a maturacdo por qualquer um
de uma variedade de métodos (por exemplo, por PCR propenso a erros, embaralhamento de
cadeias, ou mutagénese dirigida por oligonucleotideos). E entdo criada uma biblioteca
secundaria. A biblioteca é entdo triada para identificar as variantes de anticorpo com a
afinidade desejada. Outro método para introduzir diversidade envolve abordagens
direcionadas a HVR, em que varios residuos de HVR (por exemplo, 4-6 residuos por vez)
sdo randomizados. Residuos HVR envolvidos na ligagdo ao antigeno podem ser
especificamente identificados, por exemplo, utilizando mutagénese de varredura de alanina
ou de modelagem. CDR-H3 e CDR-L3, em particular, sdo muitas vezes direcionados.
[0169] Em algumas modalidades, as substituicdes, insercdes ou delegdes podem ocorrer
dentro de uma ou mais HVRS, contanto que tais alteracfes ndo reduzam substancialmente a
capacidade do anticorpo de se ligar ao antigeno. Por exemplo, as alteracdes conservadoras
(por exemplo, substituicdes conservadoras como aqui proporcionadas) que ndo reduzem
substancialmente a afinidade de ligacdo podem ser feitas em HVRs. Essas alteracfes podem
estar fora dos "pontos principais” da HVR ou CDRs. Em algumas modalidades das
sequéncias VxH variantes proporcionadas acima, cada HVR esta inalterada, ou contém néo
mais de uma, duas ou trés substituicdes de aminoacidos.

[0170] Um método atil para a identificacdo de residuos ou regides de um anticorpo que
podem ser alvo para mutagénese ¢ denominado “mutagénese de varredura de alanina” como
descrito por Cunningham and Wells (1989) Science, 244:1081-1085. Neste método, um
residuo ou grupo de residuos alvo (por exemplo, residuos carregados, tais como Arg, Asp,
His, Lys, e Glu) € identificado e substituido por um aminoacido neutro ou carregado
negativamente (por exemplo, alanina ou polialanina) para determinar se a interagdo do

anticorpo com o antigeno é afetada. Outras substituicbes podem ser introduzidas nas
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localizagfes de aminoacidos que demonstram sensibilidade funcional para as substituicoes
iniciais. Alternativamente, ou adicionalmente, uma estrutura cristalina de um complexo
antigeno-anticorpo para identificar pontos de contato entre o anticorpo e o antigeno. Estes
residuos de contato e residuos vizinhos podem ser direcionados ou eliminados como
candidatos para substituicdo. As variantes podem ser triadas para determinar se contém as
propriedades desejadas.

[0171] As insercdes de sequéncias de aminoacidos incluem fusdes amino e/ou carboxil
terminais variando em comprimento variando de um residuo aos polipeptideos contendo cem
ou mais residuos, bem como insercdes intrassequéncia de residuos de aminoacido Gnicos ou
multiplos. Exemplos de inser¢des terminais incluem um anticorpo com um residuo metionil
N-terminal. Outras variantes de inser¢do da molécula de anticorpo incluem a fusédo ao N ou
C-terminal do anticorpo a uma enzima (por exemplo, para ADEPT) ou um polipeptideo que
aumenta a meia-vida sérica do anticorpo.

b)_Variantes de glicosilacdo

[0172] Em algumas modalidades, um anticorpo aqui proporcionado é alterado para aumentar
ou diminuir o grau em que o anticorpo é glicosilado. A adicdo ou delecdo de sitios de
glicosilacdo a um anticorpo pode ser convenientemente realizada alterando a sequéncia de
aminoéacidos de tal modo que um ou mais sitios de glicosilacdo sejam criados ou removidos.
[0173] Quando o anticorpo compreende uma regido Fc, o carboidrato ligado aos mesmos
pode ser alterado. Os anticorpos nativos produzidos por células de mamiferos compreendem,
tipicamente, um oligossacarideo ramificado, biantenario que é geralmente ligado por uma
N-ligacdo a Asn297 do dominio CH2 da regido Fc. Ver, por exemplo, Wrightetal. TIBTECH
15:26-32 (1997). O oligossacarideo pode incluir varios carboidratos, por exemplo, manose,
N-acetil-glucosamina (GIcNAC), galactose e acido sialico, bem como uma fucose ligada a
um GIcNAc no “tronco” da estrutura oligossacarideo biantenaria. Em algumas modalidades,
as modificacdes do oligossacarideo num anticorpo do presente pedido podem ser feitas a fim
de criar variantes de anticorpos com determinadas propriedades melhoradas.

[0174] Em algumas modalidades, as variantes de anticorpo sdo proporcionadas com uma
estrutura de carboidratos que é desprovida de fucose ligada (direta ou indiretamente) a uma

regido Fc. Por exemplo, a quantidade de fucose de tal anticorpo pode ser de 1% a 80%, de
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1% a 65%, de 5% a 65% ou de 20% a 40%. A quantidade de fucose é determinada pelo
calculo do valor médio de fucose no interior da cadeia de agucar em Asn297, em relacéo a
soma de todas as glicoestruturas ligadas a Asn 297 (por exemplo, estruturas de manose
complexas, hibridas e altas) como medido por espectrometria de massa MALDI-TOF, como
descrito no documento WO 2008/077546, por exemplo. Asn297 se refere ao residuo de
asparagina localizado em cerca da posic¢ao 297 na regido Fc (numeracao EU dos residuos da
regidao Fc); no entanto, Asn297 também pode estar localizado em cerca de £ 3 aminoacidos
a montante ou a jusante da posicao 297, i. e., entre as posi¢des 294 e 300, devido a menores
variagoes de sequéncia nos anticorpos. Tais variantes de fucosilacdo podem ter funcéo de
ADCC melhorada. Ver, por exemplo, Publicacdo de Patente US 2003/0157108 (Presta, L.);
US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Exemplos de publicacdes relacionadas
com variantes de anticorpos “desfucosiladas” ou “deficientes em fucose” incluem:US
2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; us
2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US

2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; W02005/053742; W02002/031140;
Okazaki etal. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng.
87:614 (2004). Exemplos de linhagens celulares capazes de produzir anticorpos
desfucosilados incluem células CHO Lecl3 deficientes em fucosilacdo de proteina (Ripka et
al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); Pedido de Patente US 2003/0157108 A1,
Presta, L; and WO 2004/056312 Al, Adams et al., especialmente no Exemplo 11), e
linhagens de células nocaute, tais como o gene da alfa-1,6-fucosiltransferase, FUT8, células
CHO nocaute (ver, por exemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87:614 (2004);
Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); and W02003/085107).

[0175] As variantes de anticorpo sdo ainda proporcionadas com oligossacarideos
bissectados, por exemplo, em que um oligossacarideo biantenario ligado a regido Fc do
anticorpo é bissectado por GICNAc. Tais variantes de anticorpo podem ter fucosilacéo
reduzida e/ou melhoria da funcdo de ADCC. Exemplos de tais variantes de anticorpos estdo
descritos, por exemplo, em WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); Patente US 6. 602. 684
(Umana et al.); e US 2005/0123546 (Umana et al.). As variantes de anticorpos com, pelo

menos, um residuo de galactose no oligossacarideo ligado a regido Fc sdo também
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proporcionados. Tais variantes de anticorpo podem ter funcdo CDC melhorada. Tais
variantes de anticorpos estdo descritas, por exemplo, em WO 1997/30087 (Patel et al.); WO
1998/58964 (Raju, S.); e WO 1999/22764 (Raju, S.).

¢)_Variantes de regido Fc

[0176] Em algumas modalidades, podem ser introduzidas uma ou mais modificacdes de
aminoacidos na regido Fc de um anticorpo aqui proporcionado, gerando assim uma variante
daregido Fc. A variante da regido Fc pode compreender uma sequéncia de regido Fc humana
(por exemplo, uma regido Fc de 1gGl, 1gG2, 1gG3 ou lgG4) compreendendo uma
modificacdo de aminoécido (por exemplo uma substituicdo) em uma ou mais posi¢des de
amino&cidos.

[0177] Em algumas modalidades, o presente pedido contempla uma variante de anticorpo
que possui algumas, mas ndo todas as fungdes efetoras, o que torna um candidato desejavel
para aplicacbes em que a meia-vida do anticorpo in vivo é importante ainda certas fungdes
efetoras (tais como de complemento e ADCC) sdo desnecessarias ou prejudiciais. Ensaios
de citotoxicidade in vitro e/ou in vivo podem ser realizados para confirmar a
reducao/deplecdo das atividades de CDC e/ou ADCC. Por exemplo, ensaios de ligacdo ao
receptor Fc (FCR) podem ser realizados para assegurar que o anticorpo seja desprovido de
ligacdo a FcyR (por isso provavelmente sem atividade ADCC), mas retém a capacidade de
ligacdo a FcRn. As células primérias para mediacdo de ADCC, células NK, expressam
Fc(RI11 somente enquanto os mondcitos expressam Fc(RI, Fc(RI1 e Fc(RIII. A expressédo de
FcR em células hematopoiéticas esta resumida na Tabela 3 na pagina 464 de Ravetch and
Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Os exemplos ndo limitativos de ensaios in
vitro para avaliar a atividade de ADCC de uma molécula de interesse sao descritos naPatente
US 5. 500. 362 (ver, por exemplo Hellstrom, I. etal. Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 83:7059-
7063 (1986)) and Hellstrom, | et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5.
821. 337 (ver Bruggemann, M. etal., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). Em alternativa,
0s ensaios de métodos ndo radioativos podem ser utilizados (ver, por exemplo, ensaio de
citotoxicidade ndo radioativo ACTI™ para citometria de fluxo (CellTechnology, Inc.
Mountain View, CA; e ensaio de citotoxicidade ndo radioativo CytoTox 96® (Promega,
Madison, WI). As células efetoras Uteis para tais ensaios incluem células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) e células Assassinas Naturais (NK). Alternativamente, ou

adicionalmente, a atividade ADCC da molécula de
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interesse pode ser avaliada in vivo, por exemplo, num modelo animal, tal como o divulgado
em Clynes et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). Ensaios de ligacao de C1q
podem também ser realizados para confirmar que o anticorpo é incapaz de se ligar a C1q e,
portanto, € desprovido de atividade CDC. Ver, por exemplo, ELISA de ligacdo a C1q e C3c
em WO 2006/029879 e WO 2005/100402. Para avaliar a ativagdo do complemento, um
ensaio de CDC pode ser realizado (ver, por exemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996); Cragg, M. S. et al., Blood 101:1045-1052 (2003); e Cragg, M. S.
and M. J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). As determinacGes de ligacdo de FcRn e
da depuracdo/meia-vida in vivo também podem ser realizadas usando métodos conhecidos
na técnica (ver, por exemplo, Petkova, S. B. et al., Int’l. Immunol. 18 (12):1759-1769
(2006)).

[0178] Anticorpos com funcdo efetora reduzida incluem aqueles com substituicdo de um
ou mais dos residuos da regido Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 e 329 (Patente US 6.737.056).
Tais mutantes de Fc incluem mutantes de Fc com substituicbes em duas ou mais das posi¢des
de aminoacidos 265, 269, 270, 297 e 327, incluindo o assim denominado mutante de Fc
"DANA" com substitui¢do de residuos 265 e 297 para alanina (Patente US 7.332.581).
[0179] Certas variantes de anticorpos com ligacdo melhorada ou diminuida para FcRs sdo
descritas. (Ver, por exemplo, Patente US 6.737.056; WO 2004/056312, e Shields et al.,

J. Biol. Chem. 9(2):6591-6604 (2001).)

[0180] Em algumas modalidades, uma variante de anticorpo compreende uma regiao Fc
com uma ou mais substituicdes de aminoacidos que melhoram a ADCC, por exemplo, as
substituicdes nas posicoes 298, 333 e/ou 334 da regido Fc (numeracdo UE de residuos).
[0181] Em algumas modalidades, alteragGes séo feitas na regido de Fc que resultam em
alterada (isto €, melhorada ou diminuida) ligacdo de C1q e/ou citotoxicidade dependente

de complemento (CDC), por exemplo, como descrito na Patente US 6.194.551, WO
99/51642, e Idusogie et al. J. Immunol. 164:4178-4184 (2000).

[0182] Anticorpos com meia-vidas aumentadas e melhor ligagdo ao receptor Fc neonatal
(FcRn), que é responsavel pela transferéncia de IgGs maternas para o feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) e Kim et al. J. Immunol. 24:249 (1994)), sédo descritos em
US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Esses anticorpos compreendem uma regido Fc com

uma ou mais substitui¢des no seu interior que melhoram a ligacéo da regido Fc para FcRn.
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Tais variantes de Fc incluem aquelas com substituices em um ou mais dos residuos da
regido Fc:238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376,
378, 380, 382, 413, 424 ou 434, por exemplo, substituicdo do residuo da regido Fc434
(Patente US 7.371.826).

[0183] Ver, também Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); Patente US
5.648.260; Patente US 5.624.821; e WO 94/29351 relativo a outros exemplos de variantes
de regido Fc.

d)_Variantes de anticorpo engenheiradas com cisteina

[0184] Em algumas modalidades, pode ser desejavel criar anticorpos engenheirados com
cisteina, por exemplo, “thioMADbs,” em que um ou mais residuos de um anticorpo sdo
substituidos por residuos de cisteina. Em modalidades particulares, os residuos substituidos
ocorrem em sitios acessiveis do anticorpo. Ao substituir os residuos com cisteina, grupos
tiol reativos sdo desse modo posicionados em sitios acessiveis do anticorpo e podem ser
utilizados para conjugar o anticorpo a outras fracbes moleculares, tais como fracdes de
drogas ou fracdes ligante-droga, para criar um imunoconjugado, tal como descrito aqui
adicionalmente. Em algumas modalidades, qualquer um ou mais dos seguintes residuos pode
ser substituido por cisteina:A118 (numeracdo EU) da cadeia pesada; e S400 (numeracao EU)
da regido Fc da cadeia pesada. Anticorpos modificados com cisteina podem ser gerados
como descrito, por exemplo, na Patente US 7.521.541.

) _Derivados de Anticorpo

[0185] Em algumas modalidades, um anticorpo aqui proporcionado pode ser ainda
modificado para conter fracbes ndo proteinaceas adicionais que sdo conhecidas na
especialidade e prontamente disponiveis. As fracbes adequadas para derivatizacdo do
anticorpo incluem, mas nao estdo limitadas aos polimeros solGveis em dgua. Exemplos néo
limitativos de polimeros soluveis em &gua incluem, mas ndo estdo limitados a
polietilenoglicol ~ (PEG), copolimeros de  etileno  glicol/propileno  glicol,
carboximetilcelulose, dextrano, alcool polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3- dioxolano,
poli-1, 3, 6-trioxano, copolimero de etileno/anidrido maleico, poliaminoacidos
(homopolimeros ou copolimeros aleatorios), e dextrano ou poli (n-vinil pirrolidona)
polietileno glicol, homopolimeros de propropilenoglicol, copolimeros de 6xido de 6xido de
prolipropileno/etileno, polidis polioxietilados (por exemplo, glicerol), alcool polivinilico, e

misturas dos mesmos. O polietileno glicol propionaldeido pode ter vantagens na fabricagdo
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devido a sua estabilidade em &gua. O polimero pode ser de qualquer peso molecular e pode
ser ramificado ou ndo ramificado. O numero de polimeros ligados ao anticorpo pode variar,
e se mais do que um polimero estd ligado, estes podem ser as mesmas ou diferentes
moléculas. Em geral, 0 nimero e/ou tipo de polimeros utilizados para derivatizagcdo podem
ser determinados com base em consideragdes, incluindo, mas nédo limitado a, as propriedades
ou funcdes particulares do anticorpo a serem melhoradas, se o derivado de anticorpo sera
utilizado numa terapia sob condicdes definidas, etc.

[0186] Em algumas modalidades, os conjugados de um anticorpo e fracdo néo
proteindcea que pode ser seletivamente aquecida por exposicdo a radiacdo sao
proporcionados. Em algumas modalidades, a fracdo ndo proteindcea € um nanotubo de
carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:11600-11605 (2005)). A radiacdo
pode ser de qualquer comprimento de onda, e inclui, mas néo esta limitada aos comprimentos
de onda que ndo prejudicam as células normais, mas que aquecem a fracdo nao proteinacea
a uma temperatura na qual as células proximais a fracdo de anticorpo ndo proteinacea sao
mortas.

Métodos de preparacao

[0187] Os anticorpos (tais como sdAbs) aqui descritos podem ser preparados usando
qualquer método conhecido na técnica ou como aqui descrito.

[0188] Meétodos de preparacao de sdAbs foram descritos. Ver, por exemplo, Els Pardon et
al, Nature Protocol, 2014; 9(3):599. Anticorpos de dominio Unico (tais como VuHS) podem
ser obtidos utilizando métodos conhecidos na técnica tais como imunizando uma espécie de
Camelideo (como camelo ou Ihama) e a obtendo hibridomas a partir da mesma, ou por
clonagem de uma biblioteca de sdAbs utilizando técnicas de biologia molecular conhecidas
na técnica e subsequente selecdo por ELISA com clones individuais de bibliotecas ndo
selecionadas ou utilizando a exibigéo de fagos.

[0189] Para a producdo recombinante dos sdAbs, o &cido nucleico que codifica os sdAbs
pode ser isolado e inserido em um vetor replicavel para clonagem adicional (ampliacdo do
DNA) ou para expressdo. O DNA que codifica o sdAb é facilmente isolado e sequenciado
usando procedimentos convencionais (por exemplo, usando sondas de oligonucleotideos que
séo capazes de se ligar especificamente a genes que codificam as cadeias pesadas e leves do

anticorpo). Muitos vetores estdo disponiveis. A escolha do vetor depende em parte
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da célula hospedeira a ser utilizada. Geralmente, as células hospedeiras preferidas sdo de
origem procaridtica ou eucariética (geralmente mamifero).

1. Anticorpos Policlonais

[0190] Anticorpos policlonais sdo geralmente criados em animais por maltiplas injecoes
subcutéaneas (sc) ou intraperitoneais (ip) do antigeno relevante e um adjuvante. Pode ser (til
conjugar o antigeno relevante a uma proteina imunogénica na espécie a ser imunizada, por
exemplo, hemocianina de lapa (KLH), albumina sérica, tireoglobulina bovina ou inibidor de
tripsina de soja, usando um agente bifuncional ou derivatizante, por exemplo, éster de
maleimidobenzoil sulfossuccinimida (conjugacdo através de residuos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (através de residuos de lisina), glutaraldeido, anidrido succinico, SOClIy,
ou R'N=C=NR, onde R e R sdo independentemente grupos alquil inferior. Exemplos de
adjuvantes que podem ser utilizados incluem adjuvante completo de Freund e adjuvante
MPL-TDM (monofosforil Lipideo A, trealose dicorinomicolato sintética). O protocolo de
imunizacdo pode ser selecionado por um versado na técnica sem experimentacéo indevida.
[0191] Os animais sdo imunizados contra o0 antigeno, conjugados imunogénicos ou
derivados combinando, por exemplo, 100 pg ou 5 ug ou a proteina ou conjugado (para
coelhos ou camundongos, respectivamente) com 3 volumes de adjuvante completo de
Freund e injetando a solucgdo por via intradérmica em mdaltiplos sitios. Um més depois, 0s
animais sdo reforcados com 1/5 a 1/10 da quantidade original de peptideo ou conjugado no
adjuvante completo de Freund por injecdo subcutanea em maltiplos sitios. De sete a catorze
dias depois, o0s animais sdo sangrados e 0 soro € ensaiado quanto ao titulo de anticorpos. Os
animais sao reforcados até o titulo se igualar. Os conjugados também podem ser preparados
em cultura de células recombinantes como fusdes de proteinas. Além disso, agentes de
agregacdo, tais como alimen sdo adequados para aumentar a resposta imune.

2. Anticorpos Monoclonais

[0192] Anticorpos monoclonais sdo obtidos de uma populacdo de anticorpos
substancialmente homogéneos, isto &, os anticorpos individuais compreendendo a populagao
sdo idénticos, exceto por mutacdes de ocorréncia possivelmente natural e/ou modificacfes

pos-traducionais (por exemplo, isomerizagBes, amidacfes) que podem estar

Peticao 870240043644, de 23/05/2024, pag. 78/224



75/218

presentes em menores quantidades. Assim, o modificador "monoclonal” indica o carater do
anticorpo como ndo sendo uma mistura de anticorpos discretos.

[0193] Por exemplo, os anticorpos monoclonais podem ser produzidos usando 0 método de
hibridoma descrito pela primeira vez por Kohler et al. Nature, 256:495 (1975), ou podem
ser preparados por métodos de DNA recombinante Patente US 4.816.567).

[0194] No método de hibridoma, é imunizado um camundongo ou outro animal hospedeiro
apropriado, tal como um hamster, como aqui descrito acima para desencadear linfocitos
que produzem ou sdo capazes de produzir anticorpos que se ligam especificamente a
proteina utilizada para imunizacao. Alternativamente, os linfocitos podem ser imunizados
in vitro. Os linfocitos sdo entdo fundidos com células de mieloma usando um agente de
fusdo adequado, tal como polietilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies:Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986).
[0195] O agente imunizante ira tipicamente incluir a proteina antigénica ou uma variante
de fusdo da mesma. Geralmente, sdo utilizados linfécitos de sangue periférico ("PBLs") se
forem desejadas células de origem humana, ou células de baco ou células de linfonodos
sdo usadas se forem desejadas fontes de mamiferos ndo humanos. Os linfocitos sdo entdo
fundidos com uma linhagem celular imortalizada utilizando um agente de fusdo adequado,
tal como polietilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma. Goding, Monoclonal
Antibodies:Principles and Practice, Academic Press (1986), pp. 59-103.

[0196] As linhagens celulares imortalizadas sdo geralmente células de mamifero
transformadas, particularmente células de mieloma de origem de roedores, bovinos e
humanos. Normalmente, empregam-se linhagens celulares de mieloma de rato ou
camundongo. As células de hibridoma assim preparadas sdo semeadas e cultivadas em um
meio de cultura adequado que preferencialmente contém uma ou mais substancias que
inibem o crescimento ou a sobrevivéncia das células de mieloma parentais ndo fundidas. Por
exemplo, se as células parentais do mieloma ndo possuirem a enzima hipoxantina guanina
fosforibosil transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de cultura para os hibridomas
tipicamente incluira hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT), que sdo substancias
gue impedem o crescimento de HGPRT células deficientes.

[0197] As celulas de mieloma imortalizadas preferidas sdo aquelas que se fundem de forma
eficiente, sustentam uma producdo estavel de alto nivel de anticorpos pelas celulas

produtoras de anticorpos selecionadas e sdo sensiveis a um meio como o0 meio HAT. Entre
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estas, séo preferidas as linhagens de mieloma murino, tais como as derivadas de tumores de
camundongo MOPC-21 e MPC-11 disponiveis no Salk Institute Cell Distribution Center,
San Diego, California. USA, e células SP-2 (e derivados das mesmas, por exemplo, X63-
Ag8-653) disponivel na American Type Culture Collection, Manassas, Va. USA. Foram
também descritas linhagens celulares de mieloma humano e de heteromieloma de
camundongo-humano para a producdo de anticorpos monoclonais humanos (Kozbor, J.
Immunol. 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques
and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

[0198] O meio de cultura no qual as células de hibridoma sdo cultivadas passa por ensaios
para a producdo de anticorpos monoclonais direcionados contra o antigeno.
Preferencialmente, a especificidade de ligagdo de anticorpos monoclonais produzidos por
células de hibridoma é determinada por imunoprecipitacdo ou por um ensaio de ligacdo in
vitro, tal como um radioimunoensaio (RIA) ou ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA).

[0199] O meio de cultura em que as células de hibridoma séo cultivadas pode ser ensaiado
quanto a presenca de anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigeno desejado. De
preferéncia, a afinidade de ligacédo e a especificidade do anticorpo monoclonal podem ser
determinadas por imunoprecipitacdo ou por um ensaio de ligacdo in vitro, tal como
radioimunoensaio (RIA) ou ensaio ligado a enzima (ELISA). Tais técnicas e ensaios sdo
conhecidos na técnica. Por exemplo, a afinidade de ligacdo pode ser determinada pela
analise Scatchard de Munson et al. Anal. Biochem. 107:220 (1980).

[0200] Apds as células do hibridoma que produzem anticorpos de especificidade, afinidade
e/lou atividade desejada serem identificadas, os clones podem ser subclonados por
procedimentos de diluicdo limitantes e cultivados por métodos padrdo (Goding, supra).
Meios de cultura adequados para este fim incluem, por exemplo, 0 meio D-MEM ou RPMI-
1640. Além disso, as células de hibridoma podem ser cultivadas in vivo como tumores num
mamifero.

[0201] Os anticorpos monoclonais secretados pelos subclones séo adequadamente separados
do meio de cultura, fluido ascitico ou soro por procedimentos convencionais de purificacdo
de imunoglobulinas tais como, por exemplo, proteina A-Sefarose, cromatografia de

hidroxilapatita, eletroforese em gel, dialise ou cromatografia de afinidade.
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[0202] Os anticorpos monoclonais também podem ser preparados por métodos de DNA
recombinante, tais como o0s descritos na Patente US 4.816.567, e como descrito acima. O
DNA que codifica os anticorpos monoclonais € facilmente isolado e sequenciado usando
procedimentos convencionais (por exemplo, usando sondas oligonucleotidicas que sdo
capazes de se ligar especificamente a genes que codificam as cadeias pesada e leve de
anticorpos murinos). As celulas de hibridoma servem como uma fonte preferida de tal DNA.
Uma vez isolado, o DNA pode ser colocado em vetores de expressdo, que sdo entdo
transfectados em células hospedeiras, tais como células E. coli, células COS simianas,
celulas de ovério de hamster chinés (CHO) ou células de mieloma que ndo produzem outra
proteina de imunoglobulina, de modo a sintetizar anticorpos monoclonais em tais células
hospedeiras recombinantes. Artigos de revisdo sobre expressao recombinante em bactérias
de DNA que codificam o anticorpo incluem Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-
262 (1993) e Pliickthun, Immunol. Revs. 130:151-188 (1992).

[0203] Numa modalidade adicional, os anticorpos podem ser isolados a partir de bibliotecas
de fagos de anticorpos gerados utilizando as técnicas descritas em McCafferty et al., Nature,
348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol.
Biol., 222:581-597 (1991) descrevem o isolamento de anticorpos murinos e humanos,
respectivamente, utilizando bibliotecas de fagos. Publica¢fes subsequentes descrevem a
producdo de anticorpos humanos de alta afinidade (gama nM) por "embaralhamento™ de
cadeias (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), bem como infeccdo
combinatéria e recombinacdo in vivo como uma estratégia para construir bibliotecas de
fagos muito grandes (Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21:2265-2266 (1993)). Assim,
essas técnicas sdo alternativas viaveis as técnicas tradicionais de hibridoma de anticorpos
monoclonais para o isolamento de anticorpos monoclonais.

[0204] O DNA também pode ser modificado, por exemplo, substituindo a sequéncia de
codificacdo por dominios constantes de cadeia pesada e leve humana no lugar das sequéncias
murinas homdlogas (Patente US 4.816.567; Morrison, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA,
81:6851 (1984)), ou por ligacdo covalente a sequéncia de codificagdo da imunoglobulina da
totalidade ou parte da sequéncia de codificacao para um polipeptideo de ndo imunoglobulina.
Tipicamente, tais polipeptideos de ndo imunoglobulina s&o substituidos pelos dominios
constantes de um anticorpo ou sdo substituidos pelos dominios variaveis de um sitio de

combinacdo de antigeno de um anticorpo para criar um anticorpo
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bivalente quimérico compreendendo um sitio de combinacéo de antigeno com especificidade
para um antigeno e outro sitio de combinacdo de antigeno com especificidade para um
antigeno diferente.

[0205] Os anticorpos monoclonais aqui descritos podem ser monovalentes, cuja preparacao
é bem conhecida na técnica. Por exemplo, um método envolve a expressdo recombinante da
cadeia leve da imunoglobulina e uma cadeia pesada modificada. A cadeia pesada é truncada
geralmente em qualquer ponto na regido Fc de modo a evitar a reticulacdo em cadeia pesada.
Alternativamente, os residuos de cisteina relevantes podem ser substituidos por outro residuo
de aminodcido ou séo eliminados de modo a evitar a reticulagdo. Os métodos in vitro também
sdo adequados para a preparacdo de anticorpos monovalentes. A digestdo de anticorpos para
produzir fragmentos dos mesmos, particularmente fragmentos Fab, pode ser realizada
utilizando técnicas de rotina conhecidas na técnica.

[0206] Os anticorpos quiméricos ou hibridos também podem ser preparados in Vvitro
utilizando métodos conhecidos em quimica de proteinas sintéticas, incluindo aqueles que
envolvem agentes de reticulacdo. Por exemplo, imunotoxinas podem ser construidas usando
uma reacdo de troca de bissulfeto ou pela formacéo de uma ligacao de tioéter. Iminotiolato
e metil-4-mercaptobutirimidato séo exemplos de reagentes apropriados para esta finalidade.

3. Producéo recombinante em células procariéticas

a) Construcéo de Vetor

[0207] As sequéncias polinucleotidicas que codificam os anticorpos do presente pedido
podem ser obtidas utilizando técnicas recombinantes padrdo. As sequéncias
polinucleotidicas desejadas podem ser isoladas e sequenciadas a partir de células produtoras
de anticorpos, como células de hibridoma. Alternativamente, os polinucleotideos podem ser
sintetizados utilizando técnicas de PCR ou um sintetizador de nucleotideo. Uma vez obtidas,
as sequéncias que codificam os polipeptideos sdo inseridas num vetor recombinante capaz
de replicar e expressar polinucleotideos heter6logos em hospedeiros procarioticos. Muitos
vetores que estdo disponiveis e conhecidos na técnica podem ser utilizados para o proposito
da presente invencdo. A selegdo de um vetor apropriado dependera principalmente do
tamanho dos &cidos nucleicos a serem inseridos no vetor e a célula hospedeira particular

a ser transformada com o vetor. Cada vetor
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contém varios componentes, dependendo da sua fungdo (amplificacdo ou expressdo de
polinucleotideo heter6logo, ou ambos) e sua compatibilidade com a célula hospedeira
particular em que reside. Os componentes do vetor incluem geralmente, mas ndo estdo
limitados a: uma origem de replicagdo, um gene marcador de sele¢do, um promotor, um sitio
de ligacdo ao ribossoma (RBS), uma sequéncia de sinal, um inserto heter6logo de acido
nucleico e uma sequéncia de terminacédo da transcricao.

[0208] Em geral, os vetores plasmidicos contendo sequéncias de replicon e controle que
sdo derivadas de espécies compativeis com a célula hospedeira sdo usados em conexdo
com esses hospedeiros. O vetor normalmente transporta um sitio de replicacéo, bem como
sequéncias de marcacdo que sdo capazes de proporcionar selecdo fenotipica em células
transformadas. Por exemplo, E. coli é tipicamente transformada usando pBR322, um
plasmideo derivado de uma espécie de E. coli. O pBR322 contém genes que codificam a
resisténcia a ampicilina (Amp) e tetraciclina (Tet) e, portanto, proporciona meios faceis
para identificar células transformadas. pBR322, seus derivados ou outros plasmideos ou
bacteriofagos microbianos também podem conter, ou ser modificados para conter,
promotores que podem ser utilizados pelo organismo microbiano para a expresséo de
proteinas enddgenas. Exemplos de derivados de pBR322 utilizados para a expressao de
anticorpos particulares sdo descritos em detalhes em Carter et al., Patente US 5.648.237.
[0209] Além disso, os vetores de fago que contém replicons e sequéncias de controle que
sdo compativeis com o micro-organismo hospedeiro podem ser usados como vetores
transformadores em conexdo com esses hospedeiros. Por exemplo, o bacteriéfago tal como
GEM™ -11 pode ser utilizado na preparacdo de um vetor recombinante que pode ser
utilizado para transformar células hospedeiras suscetiveis tais como E. coli LE392.

[0210] O vetor de expressdo do presente pedido pode compreender dois ou mais pares
promotor-cistron, codificando cada um dos componentes polipeptidicos. Um promotor é
uma sequéncia reguladora ndo traduzida localizada a montante (5') para um cistron que
modula sua expressao. Os promotores procariéticos geralmente se dividem em duas classes,
indutiveis e constitutivas. O promotor induzivel é um promotor que inicia niveis aumentados
de transcricé@o do cistron sob seu controle em resposta a mudancas na condi¢éo de cultura,
por exemplo, presencga ou auséncia de um nutriente ou mudanca de temperatura. [0211] Um
grande namero de promotores, reconhecidos por uma variedade de células hospedeiras em

potencial, é bem conhecido. O promotor selecionado pode ser
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operacionalmente ligado ao DNA cistron que codifica a cadeia leve ou pesada, removendo
o promotor da fonte de DNA através de digestdo com enzimas de restri¢do e inserindo a
sequéncia promotora isolada no vetor do presente pedido. Tanto a sequéncia promotora
nativa como muitos promotores heter6logos podem ser utilizados para dirigir a amplificacéo
e/ou a expressdo dos genes alvo. Em algumas modalidades, utilizam-se promotores
heter6logos, uma vez que geralmente permitem maior transcricdo e maiores rendimentos do
gene alvo expresso em comparagdo com o promotor do polipeptideo alvo nativo.

[0212] Os promotores adequados para utilizagdo com hospedeiros procarioticos incluem o
promotor PhoA, os sistemas promotores de galactamase e lactose, um sistema promotor de
triptofano (trp) e promotores hibridos, tais como o promotor tac ou trc. No entanto, outros
promotores que sdo funcionais em bactérias (tais como outros promotores conhecidos de
bactérias ou fagos) também sdo adequados. As suas sequéncias de &cido nucleico foram
publicadas, permitindo desse modo que um trabalhador versado operavelmente ligue-os a
cistrons que codificam as cadeias alvo leves e pesadas (Siebenlist et al. (1980) Cell 20:269)
usandoligantes ou adaptadores para proporcionar todos os sitios de restricdo necessarios.
[0213] Em um aspecto, cada cistron dentro do vetor recombinante compreende um
componente de sequéncia de sinal de secrecdo que direciona a translocacdo dos
polipeptideos expressos através de uma membrana. Em geral, a sequéncia de sinal pode ser
um componente do vetor, ou pode ser uma parte do DNA de polipeptideo alvo que é inserido
no vetor. A sequéncia de sinal selecionada para o propoésito desta invencdo deve ser uma que
seja reconhecida e processada (i. e. clivada por uma peptidase de sinal) pela célula
hospedeira. Para as células hospedeiras procariéticas que ndo reconhecem e processam as
sequéncias de sinal nativas dos polipeptideos heterélogos, a sequéncia de sinal é substituida
por uma sequéncia de sinal procariotico selecionada, por exemplo, do grupo que consiste na
fosfatase alcalina, penicilinase, Ipp, lideres estaveis de enterotoxina

I1 (STI), LamB, PhoE, PelB, OmpA e MBP. Em algumas modalidades do presente pedido,
as sequéncias de sinal utilizadas em ambos os cistrons do sistema de expressdo sao
sequéncias de sinal STII ou variantes dos mesmaos.

[0214] Em algumas modalidades, a producdo dos anticorpos de acordo com o presente

pedido pode ocorrer no citoplasma da célula hospedeira e, portanto, ndo requer a presenca
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de sequéncias de sinal de secrecdo dentro de cada cistron. Em algumas modalidades, os
componentes polipeptidicos, tais como o polipeptideo que codifica o dominio Vu da
primeira porcéo de ligagdo ao antigeno opcionalmente fundida & segunda porcéo de ligagdo
ao antigeno, e o polipeptideo que codifica 0 dominio V. da primeira por¢éo de ligacao ao
antigeno opcionalmente fundida & segunda porcéo de ligacdo ao antigeno, sdo expressas,
dobradas e montadas para formar anticorpos funcionais dentro do citoplasma. Certas cepas
hospedeiras (por exemplo, as cepas E. coli trxB™) proporcionam condicdes de citoplasma
que sao favoraveis para a formacéo de ligacOes dissulfeto, permitindo assim o dobramento
e amontagem adequados de subunidades de proteinas expressas. Proba and Pluckthun Gene,
159:203 (1995).

[0215] A presente invencdo proporciona um sistema de expressdo no qual a propor¢éo
quantitativa de componentes polipeptidicos expressos pode ser modulada de modo a
maximizar o rendimento de anticorpos segregados e adequadamente reunidos do presente
pedido. Essa modulacédo € realizada, pelo menos em parte, por modulagcdo simultanea de
forcas de traducdo para os componentes polipeptidicos. Uma técnica para modular a forca
de traducdo é divulgada em Simmons et al., Patente US 5.840.523. Utiliza variantes da
regido de inicia¢do da traducdo (TIR) dentro de um cistron. Para um determinado TIR, uma
série de variantes de sequéncias de aminoacidos ou acidos nucleicos pode ser criada com
uma faixa de forcas de traducdo, proporcionando assim um meio conveniente para ajustar
esse fator para o nivel de expressdo desejado da cadeia especifica. As variantes de TIR
podem ser geradas por técnicas de mutagénese convencionais que resultam em alteracGes de
cddons que podem alterar a sequéncia de aminoacidos, embora sejam preferidas alteracdes
silenciosas na sequéncia de acido nucleico. Alterac6es no TIR podem incluir, por exemplo,
alteracGes no numero ou espacamento das sequéncias de Shine-Dalgarno, juntamente com
alteracdes na sequéncia do sinal. Um metodo para gerar sequéncias de sinal mutantes é a
geragdo de um "banco de codons” no inicio de uma sequéncia de codifica¢do que ndo altera
a sequéncia de aminoécidos da sequéncia de sinal (i. e., as mudangas sdo silenciosas). Isto
pode ser obtido alterando a terceira posic¢éo de nucleotideo de cada codon; adicionalmente,
alguns aminoacidos, como leucina, serina e arginina, possuem multiplas primeiras e
segundas posi¢Ges que podem adicionar complexidade ao fazer o banco. Este método de
mutagénese é descrito em detalhes em Yansura et al. (1992) METHODS:A Companion to
Methods in Enzymol. 4:151-158.
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[0216] De preferéncia, um conjunto de vetores é gerado com uma faixa de forcas TIR para
cada cistron nela. Este conjunto limitado proporciona uma comparacdo dos niveis de
expressao de cada cadeia, bem como o rendimento dos produtos proteicos desejados sob
varias combinacdes de forca TIR. As forgcas TIR podem ser determinadas quantificando o
nivel de expressdo de um gene reporter como descrito em detalhes em Simmons et al. Patente
US 5.840.523. Com base na comparacéo de forca de traducéo, os TIR individuais desejados
sdo selecionados para serem combinados nos construtos de vetores de expressdo do presente
pedido.

b) Células Hospedeiras Procarioticas.

[0217] As células hospedeiras procaridticas adequadas para expressar 0s anticorpos do
presente pedido incluem Archaebacteria e Eubacteria, tais como organismos Gram-
negativos ou Gram-positivos. Exemplos de bactérias Gteis incluem Escherichia (por
exemplo, E. coli), Bacilli (por exemplo, B. subtilis), Enterobacteria, espécies de
Pseudomonas (por exemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia marcescans,
Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, ou Paracoccus. Em algumas
modalidades, as células gram-negativas sdo usadas. Em algumas modalidades, células de E.
coli sdo usadas como hospedeiros para a invencdo. Exemplos de cepas E. coli incluem cepa
W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D. C. :American
Society for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219; Dep6sito ATCC No. 27,325) e derivados
dos mesmos, incluindo a cepa 33D3 possuindo o gendtipo W3110 AfhuA (AtonA) ptr3 lac
Ig lacL8 AompT A(nmpc-fepE) degP41 kanR (Patente US 5.639.635). Outras cepas e
derivados das mesmas, tais como E. coli 294 (ATCC 31,446),

E. coli B, E. coli 1776 (ATCC 31,537) e E. coli RV308(ATCC 31,608) também sao
adequadas. Esses exemplos sdo ilustrativos, ndo sdo limitativos. Os métodos para construir
derivados de qualquer uma das bactérias acima mencionadas, tendo genétipos definidos, sdo
conhecidos na técnica e sdo descritos, por exemplo, em, Bass et al., Proteins, 8:309-
314 (1990). Em geral, é necessario selecionar as bactérias apropriadas levando em
consideracdo a replicabilidade do replicon nas células de uma bactéria. Por exemplo, as
espécies E. coli, Serratia, ou Salmonella podem ser adequadamente utilizadas como
hospedeiras quando plasmideos bem conhecidos, tais como pBR322, pBR325, pACYC177

ou pKN410, sdo utilizados para proporcionar o replicon.
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[0218] Tipicamente, a célula hospedeira deve secretar quantidades minimas de enzimas
proteoliticas, e inibidores de protease adicionais podem ser desejaveis incorporados na
cultura celular.

c) Producéo de proteina

[0219] As células hospedeiras sdo transformadas com os vetores de expressdo acima
descritos e cultivadas em meios nutritivos convencionais modificados como apropriados
para induzir promotores, selecionar transformantes ou amplificar os genes que codificam as
sequéncias desejadas. A transformacdo significa a introducdo de DNA no hospedeiro
procariético para que o DNA seja replicavel, seja como elemento extracromossémico ou por
integrante cromossdmico. Dependendo da célula hospedeira utilizada, a transformacéo é
feita usando técnicas padrdo apropriadas para essas células. O tratamento com célcio que
emprega cloreto de calcio é geralmente utilizado para células bacterianas que contém
barreiras substanciais de parede celular. Outro método de transformacdo emprega
polietilenoglicol/DMSO. Outra técnica utilizada é a eletroporagao.

[0220] As células procaridticas utilizadas para produzir os anticorpos do presente pedido
sdo cultivadas em meios conhecidos na técnica e adequados para cultura das células
hospedeiras selecionadas. Exemplos de meios adequados incluem caldo luria (LB) mais
suplementos nutritivos necessarios. Em algumas modalidades, 0 meio também contém um
agente de selecéo, escolhido com base na construcdo do vetor de expressao, para permitir
seletivamente o crescimento de células procaridticas contendo o vetor de expressao. Por
exemplo, a ampicilina é adicionada aos meios para o crescimento de células que expressam
0 gene resistente a ampicilina.

[0221] Todos os suplementos necessarios além das fontes de carbono, nitrogénio e
fosfato inorganico também podem ser incluidos em concentracdes apropriadas, isoladas ou
em mistura com outro suplemento ou meio, como uma fonte de nitrogénio complexo.
Opcionalmente, o meio de cultura pode conter um ou mais agentes redutores selecionados
do grupo que consiste em glutationa, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol e
ditiotreitol.

[0222] As células hospedeiras procariéticas sdo cultivadas a temperaturas adequadas. Para
o crescimento de E. coli, por exemplo, a temperatura preferida varia de cerca de 20°C a cerca
de 39°C, mais preferencialmente de cerca de 25°C a cerca de 37°C, ainda mais

preferencialmente a cerca de 30°C. O pH do meio pode ser qualquer pH entre cercade 5 e
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cerca de 9, dependendo principalmente do organismo hospedeiro. Para E. coli, o pH é de
preferéncia de cerca de 6,8 a cerca de 7,4, e mais preferencialmente cerca de 7,0.

[0223] Se um promotor induzivel é utilizado no vetor de expressdo do presente pedido, a
expressao da proteina € induzida sob condicGes adequadas para a ativagao do promotor. Num
aspecto do presente pedido, os promotores de PhoA séo utilizados para controlar a
transcricdo dos polipeptideos. Consequentemente, as celulas hospedeiras transformadas séo
cultivadas num meio de limitacdo de fosfato para indugéo. De preferéncia, o meio limitador
de fosfato é o meio C. R. A. P (ver, por exemplo, Simmons et al., J. Immunol. Methods
(2002), 263:133-147). Pode ser utilizada uma variedade de outros indutores, de acordo com
0 construto de vetor utilizado, como é conhecido na técnica.

[0224] Os anticorpos expressos do presente pedido sdo segregados e recuperados a partir
do periplasma das células hospedeiras. A recuperacdo de proteinas geralmente envolve a
interrupcdo do micro-organismo, geralmente por meios como chogque osmético, sonicagdo
ou lise. Uma vez que as células séo interrompidas, os detritos celulares ou células inteiras
podem ser removidos por centrifugagdo ou filtragdo. As proteinas podem ser adicionalmente
purificadas, por exemplo, por cromatografia de resina de afinidade. Alternativamente, as
proteinas podem ser transportadas para 0 meio de cultura e isoladas nele. As células podem
ser removidas da cultura e o sobrenadante de cultura sendo filtrado e concentrado para
purificacdo adicional das proteinas produzidas. Os polipeptideos expressos podem ser
adicionalmente isolados e identificados utilizando métodos vulgarmente conhecidos, tais
como eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e ensaio de Western blot.

[0225] Alternativamente, a producdo de proteinas é conduzida em grande quantidade por
um processo de fermentagdo. Varios procedimentos de fermentacdo por lotes alimentados
em larga escala estdo disponiveis para a producdo de proteinas recombinantes. As
fermentagdes em larga escala tém pelo menos 1000 litros de capacidade, de preferéncia cerca
de 1.000 a 100.000 litros de capacidade. Estes fermentadores usam impulsores de agitador
para distribuir oxigénio e nutrientes, especialmente glicose (a fonte de carbono/energia
preferida). A fermentacdo em pequena escala refere-se geralmente a fermentacdo em um
fermentador que ndo passa de aproximadamente 100 litros de capacidade volumétrica e pode

variar de cerca de 1 litro a cerca de 100 litros.
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[0226] Durante o processo de fermentacéo, a indugédo de expressao de proteina € tipicamente
iniciada depois que as células foram cultivadas sob condices adequadas para uma densidade
desejada, por exemplo, uma ODsso de cerca de 180-220, estagio no qual as células estdo na
fase inicial estacionéria. Pode ser utilizada uma variedade de indutores, de acordo com o
construto de vetor utilizado, como é conhecido na técnica e descrito acima. As células podem
ser cultivadas por periodos mais curtos antes da inducdo. As células sdo geralmente
induzidas por cerca de 12 a 50 horas, embora possa ser usado um tempo de indugdo mais
longo ou mais curto.

[0227] Para melhorar o rendimento da producéo e a qualidade dos anticorpos do presente
pedido, varias condicbes de fermentacdo podem ser modificadas. Por exemplo, para
melhorar a montagem e o dobramento adequados dos polipeptideos segregados, vetores
adicionais que sobre-expressam proteinas de chaperona, tais como proteinas Dsb (DsbA,
DsbB, DsbC, DsbD e ou DsbG) ou FkpA (uma peptidilprolil cis, trans-isomerase com
atividade de chaperona) pode ser usado para cotransformar as células procarioticas do
hospedeiro. As proteinas de chaperona foram demonstradas para facilitar o dobramento e a
solubilidade adequados das proteinas heterdlogas produzidas em células hospedeiras
bacterianas. Chen et al. (1999) J Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente US
6.083.715; Georgiou et al., Patente US 6.027.888; Bothmann e Pluckthun (2000) J. Biol.
Chem. 275:17100-17105; Ramm and Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113,;
Arie et al. (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

[0228] Para minimizar a protedlise de proteinas heterdlogas expressas (especialmente
aquelas que sdo proteoliticamente sensiveis), certas cepas hospedeiras deficiente para
enzimas proteoliticas podem ser usadas para a presente invencgdo. Por exemplo, as cepas de
células hospedeiras podem ser modificadas para efetuar mutacGes genéticas nos genes que
codificam proteases bacterianas conhecida, tais como Protease Ill, OmpT, DegP, Tsp,
Protease |, Protease Mi, Protease V, Protease VI e combinagdes dos mesmos. Algumas cepas
de E. coli deficientes de protease estdo disponiveis e descritas, por exemplo, em, Joly et al.
(1998), supra; Georgiou et al., Patente US 5.264.365; Georgiou et al., Patente US 5.508.192;
Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).

[0229] Cepas de E. coli deficientes para enzimas proteoliticas e transformadas com

plasmideos que sobre-expressam uma ou mais proteinas chaperona podem ser utilizadas
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como células hospedeiras no sistema de expressdo que codifica os anticorpos do presente
pedido.

d) Purificacdo de proteina

[0230] Os anticorpos aqui produzidos sdo ainda purificados para obter preparacdes que séo
substancialmente homogéneas para outros ensaios e usos. Podem ser utilizados métodos de
purificacdo de proteinas padrdo conhecidos na técnica. Os seguintes procedimentos sao
exemplos de procedimentos de purificacdo adequados: fracionamento em colunas de
permuta de imunoafinidade ou ions, precipitacdo de etanol, HPLC de fase reversa,
cromatografia em silica ou em uma resina de permuta catibnica, tal como DEAE,
cromatofocagem, SDS-PAGE, precipitacdo de sulfato de aménio e filtracdo em gel usando,
por exemplo, Sephadex G -75.

[0231] Em um aspecto, a Proteina A imobilizada numa fase sélida é utilizada para a
purificacdo por imunoafinidade dos anticorpos compreendendo uma regido Fc do presente
pedido. A proteina A é uma proteina de parede celular de 41kD de Staphylococcus aureas
que se liga com uma alta afinidade a regido Fc de anticorpos. Lindmark et al (1983) J.
Immunol. Meth62:1-13. A fase solida & qual a Proteina A é imobilizada é de preferéncia uma
coluna compreendendo uma superficie de vidro ou de silica, mais preferencialmente uma
coluna de vidro de poro controlada ou uma coluna de acido silicico. Em algumas aplicacdes,
a coluna foi revestida com um reagente, como o glicerol, na tentativa de evitar a aderéncia
inespecifica de contaminantes. A fase solida € entdo lavada para remover contaminantes nao
ligados especificamente a fase sélida. Finalmente, os anticorpos de interesse sdo recuperados
da fase solida por eluicéo.

4. Producdo recombinante em células procarioticas

[0232] Para expressao eucaridtica, os componentes do vetor incluem, geralmente, entre
outros, uma ou mais de uma sequéncia de sinal, uma origem de replicacdo, um ou mais genes
marcadores, um elemento potenciador, um promotor € uma sequéncia de terminacao da
transcricao.

a) Componente de sequéncia de sinal

[0233] Um vetor para utilizacdo num hospedeiro eucariota também pode ser um inserto que
codifiqgue uma sequéncia de sinal ou outro polipeptideo possuindo um sitio de clivagem
especifico no N-terminal da proteina ou polipeptideo maduro. A sequéncia de sinal

heter6loga selecionada de preferéncia é uma que € reconhecida e processada (isto €,
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clivada por uma peptidase de sinal) pela célula hospedeira. Na expressdo de células de
mamiferos, as sequéncias de sinais de mamiferos, bem como os lideres secretores virais, por
exemplo, o sinal herpes simplex gD estdo disponiveis.

[0234] O DNA para tal regido precursora é ligado na estrutura de leitura a0 DNA que
codifica os anticorpos do presente pedido.

b) Origem de replicacgéo

[0235] Geralmente, o componente de origem de replicacdo ndo € necessario para vetores
de expressdo de mamiferos (a origem SV40 normalmente pode ser usada apenas porque
contém o promotor inicial).

¢) Componente de Gene de Selecao

[0236] Os vetores de expressdo e clonagem podem conter um gene de selecdo, também
denominado marcador seleciondvel. Os genes tipicos de selecdo codificam proteinas que
(@) conferem resisténcia a antibioticos ou outras toxinas, por exemplo, ampicilina,
neomicina, metotrexato ou tetraciclina, (b) complementam as deficiéncias auxotroficas, ou
(c) proporcionam nutrientes criticos ndao disponiveis a partir de meios complexos, por
exemplo, o gene que codifica D-alanina racemase para Bacilli.

[0237] Um exemplo de um esquema de selecéo utiliza uma droga para deter o crescimento
de uma célula hospedeira. As células que sdo transformadas com sucesso com um gene
heter6logo produzem uma proteina que confere resisténcia aos medicamentos e, assim,
sobrevivem ao regime de selecdo. Exemplos de tal selecdo dominante usam drogas
neomicina, acido micofendlico e higromicina.

[0238] Outro exemplo de marcadores selecionaveis adequados para células de mamifero
sdo aqueles que permitem a identificacdo de células competentes para absorver o acido
nucleico que codifica os anticorpos do presente pedido, tais como DHFR, timidina quinase,
metalotioneina-1 e Il, de preferéncia genes de metalotioneinas de primatas, adenosina
desaminasa, ornitina descarboxilase, etc.

[0239] Por exemplo, as células transformadas com o gene de selecdo DHFR s&o
identificadas pela primeira vez cultivando todos os transformantes em um meio de cultura
que contém metotrexato (Mtx), um antagonista competitivo da DHFR. Uma célula
hospedeira apropriada quando o DHFR de tipo selvagem é empregado € a linhagen celular
de ovéario de hamster chinés (CHO) deficiente na atividade DHFR (por exemplo, ATCC
CRL-9096).
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[0240] Alternativamente, as células hospedeiras (particularmente hospedeiros de tipo
selvagem que contétm DHFR enddgena) transformadas ou cotransformadas com as
sequéncias de codificacdo de DNA de polipeptideo, proteina de DHFR de tipo selvagem e
outro marcador selecionével tal como 3'-fosfotransferase de aminoglicosideo (APH) podem
ser selecionadas por cultura celular em meio contendo um agente de selegdo para o marcador
selecionavel, tal como um antibidtico aminoglicosidico, por exemplo, canamicina,
neomicina ou G418. Ver Patente US 4.965.199.

d) Componente de Promotor

[0241] Os vetores de expressao e clonagem geralmente contém um promotor que é
reconhecido pelo organismo hospedeiro e esta operacionalmente ligado ao acido nucleico
que codifica as sequéncias polipeptidicas desejadas. Praticamente todos 0s genes
eucaridticos tém uma regido rica em AT localizada aproximadamente 25 a 30 com base a
montante do local onde a transcricdo € iniciada. Outra sequéncia encontrou 70 a 80 bases a
montante do inicio da transcricdo de muitos genes é uma regido CNCAAT onde N pode ser
qualquer nucleotideo. A extremidade 3' da maioria dos eucarioticos € uma sequéncia
AATAAA que pode ser o sinal para a adicdo da cauda de poli A na extremidade 3' da
sequéncia de codificacdo. Todas estas sequéncias podem ser inseridas em vetores de
expressdo eucarioticos.

[0242] Outros promotores adequados para utilizacdo com hospedeiros procarioticos incluem
0 promotor phoA, os sistemas de promotor de lactacdo e lactose, o promotor de fosfatase
alcalina, um sistema promotor de triptofano (trp) e promotores hibridos, tais como o
promotor tac. No entanto, outros promotores bacterianos conhecidos sdo adequados. Os
promotores para uso em sistemas bacterianos também conterdo uma sequéncia Shine-
Dalgarno (S. D.) operacionalmente ligada ao DNA que codifica os anticorpos.

[0243] A transcricdo de polipeptideo a partir de vetores em células hospedeiras de mamifero
é controlada, por exemplo, por promotores obtidos a partir dos genomas de virus, tais como
virus de polioma, virus da varzea, adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus do papiloma
bovino, virus do sarcoma aviario, citomegalovirus, um retrovirus, virus da hepatite B e mais
preferencialmente virus simiano 40 (SV40), a partir de promotores heterdlogos de

mamiferos, por exemplo, o promotor de actina ou um promotor de
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imunoglobulina, de promotores de choque térmico, desde que esses promotores sejam
compativeis com os sistemas de células hospedeiras.

[0244] Os promotores precoces e tardios do virus SV40 séo convenientemente obtidos como
um fragmento de restricdo SV40 que também contém a origem viral de replicacdo SV40. O
promotor precoce imediato do citomegalovirus humano é convenientemente obtido como
um fragmento de restricdo de Hindlll E. Um sistema para expressar DNA em hospedeiros
de mamiferos utilizando o virus do papiloma bovino como um vetor é divulgado na Patente
US 4.419.446. Uma modificacdo deste sistema é descrita na Patente US 4. 601. 978. Ver,
também, Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982) na expressdao de cDNA de interferon
humano em células de camundongo sob o controle de um promotor de timidina quinase do
virus do herpes simplex. Alternativamente, a repeticdo terminal longa do Rous Sarcoma
Virus pode ser usada como o promotor.

e) Componente do Elemento Potenciador

[0245] A transcricdo de um DNA que codifica os anticorpos do presente pedido por
eucariotas superiores € frequentemente aumentada inserindo uma sequéncia potenciadora no
vetor. Muitas sequéncias potenciadoras sdo agora conhecidas a partir de genes de mamiferos
(globina, elastase, albumina, a-fetoproteina e insulina). Normalmente, no entanto, sera usado
um potenciador de um virus celular eucariotico. Exemplos incluem o potencializador de
SV40 no lado tardio da origem de replicacdo (bp 100-270), o potencializador do promotor
precoce de citomegalovirus, o potencializador de polioma no lado tardio da origem de
replicacdo e potencializadores de adenovirus. Ver, também Yaniv, Nature 297:17-18 (1982)
sobre elementos potencializadores para a ativacdo de promotores eucarioticos. O
potencializador pode ser unido no vetor numa posicdo 5 ou 3' para a sequéncia de
codificacdo do polipeptideo, mas esta de preferéncia localizado num sitio 5' do promotor.

f) Componente de terminacgéo de transcrigdo

[0246] Os vetores de expressédo utilizados em células hospedeiras eucarioticas (células de
leveduras, fungos, insetos, plantas, animais, humanos ou nucleados de outros organismos
multicelulares) também contém sequéncias necessérias para a terminagdo da transcri¢éo e
para estabilizar o mRNA. Tais sequéncias sdo comumente disponiveis a partir das regides 5'
e, ocasionalmente, 3', ndo traduzidas de DNAs ou cDNAs eucarioticos ou virais. Estas

regides contém segmentos de nucleotideos transcritos como fragmentos poliadenilados na
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porcdo ndo traduzida do mRNA que codifica o polipeptideo. Um componente til de
terminacéo da transcricdo € a regido de poliadenilacdo do hormonio do crescimento bovino.
Ver W094/11026 e o vetor de expressdo aqui divulgado.

g) Selecéo e transformacao de células hospedeiras

[0247] Células hospedeiras adequadas para clonagem ou expressdao do DNA nos vetores
aqui incluidos células de eucariotas superiores aqui descritas, incluindo células hospedeiras
de vertebrados. A propagacdo de células de vertebrados em cultura (cultura de tecidos)
tornou-se um procedimento de rotina. Exemplos de linhagens de célula hospedeira de
mamifero Gteis s&o linhagem CV1 de rim de macaco transformada por SV40 (COS-7,
ATCC CRL 1651); linhagem de rim embriogénica humana (293 ou 293 células
subclonadas para crescimento em cultura de suspensdo, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59
(1977)); células de rim de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); Células de ovario de
hamster chinés/~DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216
(1980)); células de sertoli de rato (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980).
células de rim de macaco (CV1 ATCC CCL 70); células de rim de macaco verde africano
(VERO-76, ATCC CRL-1 587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC
CCL 2); células de rim canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de figado de rato bdfalo
(BRL 3A, ATCC CCRL 1442); células de pulmdo humano (W138, ATCC CCL 75);
células de figado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de camundongo (MMT
060562, ATCC CCL51); células TR1 (Mather et al., Annals N. Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982)); células MRC 5; células FS4; e uma linhagem de hepatoma humano (Hep G2).
[0248] As células hospedeiras sdo transformadas com os vetores de expressdo ou
clonagem acima descritos para producdo de anticorpos e cultivadas em meios nutritivos
convencionais modificados como apropriados para induzir promotores, selecionar
transformantes ou amplificar os genes que codificam as sequéncias desejadas.

h) Cultivo de células hospedeiras

[0249] As células hospedeiras usadas para produzir os anticorpos do presente pedido podem
ser cultivadas em uma variedade de meios. Meios comercialmente disponiveis, tais como
F10 de Ham (Sigma), Meio Minimo Essencial ((MEM), (Sigma)), RPMI-1640 (Sigma), e
Meio de Eagle Modificado de Dulbecco ((DMEM), Sigma) sdo adequados para o cultivo das
células hospedeiras. Além disso, qualquer dos meios descritos em Ham et al., Meth. Enz.
58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102:255 (1980), Patente US
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4.767.704; 4 657.866; 4.927.762; 4.560.655; ou 5,122,469; WO 90/03430; WO 87/00195;
ou Patente US Re. 30.985 podem ser utilizados como meio de cultura para as células
hospedeiras. Qualquer um desses meios pode ser suplementado conforme necessario com
horménios e/ou outros fatores de crescimento (como insulina, transferrina ou fator de
crescimento epidérmico), sais (como cloreto de sddio, calcio, magnésio e fosfato), tampdes
(como HEPES), nucleotideos (como adenosina e timidina), antibiticos (como o
medicamento GENTAMYCIN™), oligoelementos (definidos como compostos inorganicos
geralmente presentes nas concentracdes finais na faixa micromolar) e glicose ou uma fonte
de energia equivalente. Quaisquer outros suplementos necessarios podem também ser
incluidos em concentragdes apropriadas que seriam conhecidas dos versados na técnica. As
condigdes de cultura, tais como temperatura, pH e semelhantes, sdo aquelas previamente
utilizadas com a célula hospedeira selecionada para expressdo, e serdo evidentes para o
versado na técnica.

i) Purificacdo de proteina

[0250] Usando técnicas recombinantes, o0s anticorpos podem ser produzidos
intracelularmente, no espaco periplasmico, ou diretamente secretado no meio. Se o anticorpo
for produzido intracelularmente, como uma primeira etapa, os detritos particulados, ou
células hospedeiras ou fragmentos lisados, sdo removidos, por exemplo, por centrifugacéo
ou ultrafiltracdo. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992) descreve um
procedimento para isolar anticorpos que sdo secretados para o espaco periplasmatico E. coli.
Em suma, a pasta celular é descongelada na presenca de acetato de sédio (pH 3,5), EDTA,
e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) ao longo de cerca de 30 min. Detritos celulares podem
ser removidos por centrifugacdo. Quando o anticorpo é secretado para o meio, sobrenadantes
de tais sistemas de expressao sdo geralmente primeiro concentrados usando um filtro de
concentracdo de proteina disponivel comercialmente, por exemplo, uma unidade de
ultrafiltracdo Amicon ou Millipore Pellicon. Um inibidor de protease como PMSF pode ser
incluido em qualquer uma das etapas anteriores para inibir prote6lise e antibidticos podem
ser incluidos para evitar o crescimento de contaminantes acidentais.

[0251] A composicdo de proteina preparada a partir das células pode ser purificada usando,
por exemplo, cromatografia de hidroxilapatita, eletroforese em gel, dialise e cromatografia

de afinidade, sendo a cromatografia de afinidade a técnica de purificacdo
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preferida. A adequabilidade da proteina A como ligante de afinidade depende da espécie e
do isotipo de qualquer dominio Fc de imunoglobulina que esteja presente no anticorpo. A
proteina A pode ser utilizada para purificar os anticorpos baseados em imunoglobulinas
humanas contendo 1, 2 ou 4 cadeias pesadas (Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13
(1983)). A proteina G é recomendada para todos os isotipos de camundongos e para humanos
3 (Gussetal.,, EMBO J. 5:15671575 (1986)). A matriz a qual o ligante de afinidade é ligado
¢ muito frequentemente agarose, mas outras matrizes estdo disponiveis. As matrizes
mecanicamente estaveis, tais como vidro de poro controlado ou poli(estireno-
divinil)benzeno, permitem taxas de fluxo mais rapidas e tempos de processamento mais
curtos do que podem ser obtidos com agarose. Onde o anticorpo compreende um dominio
Cn3, 0 Bakerbond ABXTMresin (J. Baker, Phillipsburg, N. J) € atil para purificacdo. Qutras
técnicas para purificacdo de proteina como fracionamento numa coluna de troca ibnica,
precipitacdo de etanol, HPLC de fase reversa, cromatografia em silica, cromatografia em
heparina SEPHAROSE™, cromatografia numa resina de troca anidnica ou catidnica (como
uma coluna de &cido poliaspartico), cromato-focalizacdo, SDS-PAGE, e precipitacdo de
sulfato de aménio também estdo disponiveis dependendo do anticorpo a ser recuperado.
[0252] Apds qualquer etapa(s) de purificacdo preliminar, a mistura que compreende o
anticorpo de interesse e contaminantes pode ser submetida a cromatografia de interacao
hidrofobica de baixo pH usando um tampao de eluicdo a um pH entre cerca de 2,5-4,5, de
preferéncia realizado com baixas concentracdes de sal (por exemplo, de cerca de 0-0,25M
de sal).

Imunoconjugados

[0253] Em algumas modalidades, o presente pedido também proporciona imunoconjugados
compreendendo qualquer dos anticorpos (tais como sdAbs) aqui descritos conjugados com
um ou mais agentes citotdxicos, tais como agentes quimioterapéuticos ou drogas, agentes
inibidores do crescimento, toxinas (por exemplo, toxinas proteicas, toxinas enzimaticamente
ativas de origem bacteriana, fungica, vegetal ou animal, ou fragmentos dos mesmos) ou
isétopos radioativos.

[0254] Em algumas modalidades um imunoconjugado é um conjugado anticorpo-droga
(ADC) em que um anticorpo é conjugado com uma ou mais drogas, incluindo mas ndo
limitado a um maitansinoide (ver Patente US 5. 208. 020, 5. 416. 064 e Patente Europeia
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EP 0 425 235 BI); uma auristatina, como fracGes de drogas monometilauristatina DE e DF
(MMAE e MMAF) (ver Patente US 5. 635. 483 e 5. 780. 588, e 7. 498. 298); uma
dolastatina; uma caliqueamicina ou derivado da mesma (verPatente US 5. 712. 374, 5. 714.
586, 5. 739. 116, 5. 767. 285, 5. 770. 701, 5. 770. 710, 5. 773.001 e 5. 877. 296; Hinman et
al, Cancer Res. 53:3336-3342 (1993); e Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)); uma
antraciclina tal como daunomicina ou doxorrubicina (ver Kratz et al., Current Med. Chem.
13:477-523 (2006); Jeffrey et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters 16:358-362 (2006);
Torgov et al., Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005); Nagy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529- 1532 (2002);
King et al., J. Med. Chem. 45:4336-4343 (2002); ePatente US 6. 630. 579);

metotrexato; vindesina; um taxano, tais como o docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel, e
ortataxel; um tricoteceno; e CC1065.

[0255] Em algumas modalidades, um imunoconjugado compreende um anticorpo como
aqui descrito conjugado com uma toxina enzimaticamente ativa ou um fragmento do mesmo,
incluindo mas ndo se limitando a cadeia A de difteria, fragmentos ativos nédo ligantes de
toxina de difteria, cadeia A da exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia A de ricina,
cadeia A de abrina, cadeia, A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, e PAP-S), inibidor de
momordica charantia, curcina, crotina, inibidor de sapaonaria officinalis, gelonina,
mitogilina, restrictocina, fenomicina, enomicina e os tricotecenos.

[0256] Em algumas modalidades, um imunoconjugado compreende um anticorpo conforme
descrito neste documento conjugado a um atomo radioativo para formar um radioconjugado.
Uma variedade de is6topos radioativos esta disponivel para a producédo de radioconjugados.
Exemplos incluem A2, 131 125 ¥ Rel8 Rel® Smi3 Bj?12 P2 pp?'? e isdtopos
radioativos de Lu. Quando o radioconjugado é utilizado para a deteccdo, que pode
compreender um atomo radioativo para estudos de cintilografia, por exemplo tc99m ou 1123,
ou um marcador de rotacdo para imagem de ressonancia magnética nuclear (NMR) (também
conhecida como imagiologia de ressonancia magnética, mri), tal como iodo- 123 novamente,
iodo-131, indio-111, fluor -19, carbono-13, nitrogénio-15, oxigénio- 17, gadolinio,
manganés ou ferro.

[0257] Os conjugados de um anticorpo e agente citotoxico podem ser produzidos utilizando

uma variedade de agentes de acoplamento de proteina bifuncionais, tais como
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N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de
imidoésteres (tais como adipimidato de dimetila HCI), ésteres ativos (tais como suberato de
dissuccinimidil), aldeidos (tais como glutaraldeido), compostos bis-azido (tais como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados bis-diazonio (tais como bis-(p- diazoniobenzoil)-
etilenodiamina), di-isocianatos (tais como tolueno-2,6-diisocianato), e compostos bis-ativos
de flGor (tais como 1,5-difltior-2,4-dinitrobenzeno). Por exemplo, uma imunotoxina de ricina
pode ser preparado como descrito em Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). Acido 1-
isotiocianatobenzil-3-metildietileno triaminapentaacético marcado com carbono 14 (MX-
DTPA) é um agente quelante exemplificativo para a conjugacdo de radionuclotideos ao
anticorpo. Ver W094/11026. O ligante pode ser um “ligante clivavel” que facilita a liberagdo
de uma droga citotoxica na célula. Por exemplo, um ligante de acido-labil, ligante sensivel
a peptidases, ligante fotolabil, ligante dimetil ou ligante contendo dissulfeto (Chari et al.,
Cancer Res. 52:127-131 (1992); Patente US

5.208.020) pode ser usado.

[0258] Os imunoconjugados ou ADCs aqui expressamente contemplam, mas ndo estéo
limitados a tais conjugados preparados com reagentes de reticulagdo incluindo, mas néo
limitado a, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB,
SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB,
sulfo-SMCC, e sulfo-SMPB, e SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que estdo
comercialmente disponiveis (por exemplo, na Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL.,
US.A).

Métodos e ComposicBes para Diagnoésticos e Deteccéo

[0259] Em algumas modalidades, qualquer um dos anticorpos (tais como sdAbs) aqui
proporcionados € Util para detectar a presenca de BCMA numa amostra biolégica. O termo
"detectar” como usado neste documento abrange a detec¢@o quantitativa ou qualitativa. Em
certas modalidades, uma amostra bioldgica € sangue, soro ou outras amostras liquidas de
origem biol6gica. Em algumas modalidades, uma amostra bioldgica compreende uma célula
ou tecido.

[0260] Em algumas modalidades, € proporcionado um anticorpo anti-BCMA (tal como
qualquer um dos sdAbs anti-BCMA aqui descritos) para utilizagdo num método de

diagndstico ou detecgdo. Em um aspecto adicional, é proporcionado um método de
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deteccdo da presenca de BCMA em uma amostra bioldgica. Em certas modalidades, o
método compreende detectar a presenca de proteina BCMA numa amostra bioldgica. Em
certas modalidades, o BCMA é BCMA humano. Em certas modalidades, o método
compreende colocar em contato a amostra biolégica com um anticorpo anti-BCMA
conforme descrito neste documento sob condigdes permissivas para a ligacdo do anticorpo
anti-BCMA ao BCMA, e detectar se um complexo é formado entre o anticorpo anti- BCMA
e BCMA. Esse método pode ser um método in vitro ou in vivo. Em algumas modalidades,
um anticorpo anti-BCMA é utilizado para selecionar individuos elegiveis para terapia com
um anticorpo anti-BCMA, por exemplo onde BCMA é um biomarcador para sele¢do de
pacientes.

[0261] Em certas modalidades, sdAbs anti-BCMA marcados sdo proorcionados. As
marcagoes incluem, mas ndo estdo limitadas a, marcagdes ou fracGes que séo detectadas
diretamente  (tais como marcagBes fluorescentes, cromoforas, eletrodensas,
quimioluminescentes, e radioativas), bem como fragdes, tais como enzimas ou ligantes, que
sdo detectados indiretamente, por exemplo, através de uma reacdo enzimatica ou interacao
molecular. As marcagdes exemplificativas incluem, mas ndo estdo limitadas a, 0s
radioisdtopos 2P, 14C, 12°1, 3H, e B3I, fluoréforos, tais como quelatos de terras raras ou
fluoresceina e seus derivados, rodamina e seus derivados, dansil, umbeliferona,
luceriferases, por exemplo, luciferase de vagalume e luciferase bacteriana (PatenteUS 4. 737.
456), luciferina, 2,3-di-hidroftalazinedionas, peroxidase de rabano (HRP), fosfatase alcalina,
B-galactosidase, glicoamilase, lisozima, oxidases de sacarideo, por exemplo, oxidase de
glucose, oxidase de galactose e glucose-6-fosfato desidrogenase, oxidases heterociclicas,
tais como uricase e oxidase de xantina, juntamente com uma enzima que emprega peroxido
de hidrogénio para oxidar um precursor de corante, tal como HRP, lactoperoxidase ou
microperoxidase, biotina/avidina, marcadores de rotacdo, marcadores de bacteriofagos,

radicais livres estaveis e semelhantes.

I11. Receptores de antigenos quiméricos

[0262] Um aspecto do presente pedido proporciona um receptor de antigeno quimérico
(CAR) compreendendo um dominio de ligacdo de antigeno extracelular compreendendo um
ou mais anticorpos de dominio Unico (tais como VnHSs). Qualquer um dos sdAbs anti-
BCMA descritos na Secdo Il pode ser usado nos CARs aqui descritos. Estruturas
exemplificativas de CARs sdo mostradas nas FIGs. 15A-15D.
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[0263] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR que direciona 0 BCMA
(também aqui referido como "CAR BCMA") compreendendo um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo um
sdAb anti-BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinaliza¢do
intracelular. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é de camelideo, quimérico,
humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacéo intracelular
compreende um dominio de sinalizacdo intracelular primario de uma célula efetora imune
(tal como célula T). Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular
primario € derivado de CD3 [ . Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacéo
intracelular primario compreende um dominio de sinalizacdo coestimulador. Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo coestimulador é derivado de uma molécula
coestimuladora selecionada do grupo que consiste em CD27, CD28, CD137, OX40, CD30,
CD40, CD3, LFA-1, ICOS, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 e
combinag6es dos mesmos. Em algumas modalidades, 0 CAR BCMA também compreende
um dominio de dobradica (tal como um dominio de dobradiga CD8a) localizado entre 0 C-
terminal do dominio de ligacdo ao antigeno extracelular e o N-terminal do dominio
transmembranar. Em algumas modalidades, 0o CAR BCMA compreende ainda um peptideo
de sinal (tal como um peptideo de sinal CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo.
Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-terminal : um
peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular, um dominio de
dobradi¢ca CD8a, um dominio transmembranar CD28, um primeiro dominio de sinalizacao
coestimulador derivado de CD28, um segundo dominio de sinalizagdo coestimulador
derivado de CD137 e um dominio de sinalizacdo intracelular primario derivado de CD31 .
Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-terminal: um
peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular, um dominio de
dobradica CD8a, um dominio transmembranar CD8a, um dominio de sinalizacao
coestimulador derivado de CD137 e um dominio de sinalizacdo intracelular primario
derivado de CD3 1 . Em algumas modalidades, 0 CAR BCMA ¢é monoespecifico. Em
algumas modalidades, 0 CAR BCMA é monovalente.

[0264] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA compreendendo um
polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular

compreendendo um sdAb anti-BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio
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de sinalizagdo intracelular, em que o sdAb anti-BCMA compreende qualquer um dos
seguintes:(1) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:1;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:39; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:77; (2) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:2; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:40; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:78; (3) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:3; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:41; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:79; (4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:4; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:42; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:80; (5) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:5; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:43; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:81; (6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:6; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:44; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:82; (7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:7; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:45; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:83; (8) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:8; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:46; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:84; (9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:9; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:47; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:85; (10) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ 1D NO:10;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:48; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:86; (11) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:11; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:49; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:87; (12) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:12; uma CDR2
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compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:50; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:88; (13) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:13; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:51; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:89; (14) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:14; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:52; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:90; (15) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:15;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:53; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:91; (16) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:16; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:54; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:92; (17) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:17; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:55; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:93; (18) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:18;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:56; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:94; (19) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:19; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:57; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:95; (20) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:20; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:58; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:96; (21) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:21;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:59; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:97; (22) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:22; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:60; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:98; (23) uma CDR1
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compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:23; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:61; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:99; (24) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:24; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:62; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:100; (25) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:25;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:63; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:101; (26) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:26; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:64; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:102; (27) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:27; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:65; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:103; (28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:28;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:66; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:104; (29) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:29; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:67; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:105; (30) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:30; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:68; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:106; (31) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:31;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:69; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:107; (32) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:32; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:70; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:108; (33) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:33; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:71; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:109; (34) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:34; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:72; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:110; (35) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:35; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:73; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:111; (36) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:36;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:74; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:112; (37) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:37; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:75; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:113; or (38) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:38; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:76; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:114. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA ¢ de camelideo, quimérico, humano

ou humanizado. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA compreende um dominio

VuH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
em SEQ ID NO:115-

152. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagcdo intracelular compreende um
dominio de sinalizag&o intracelular priméario de uma célula efetora imune (tal como célula
T). Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular primério é derivado de
CD3a. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo intracelular primario
compreende um dominio de sinalizacdo coestimulador. Em algumas modalidades, o dominio
de sinalizacdo coestimulador € derivado de uma molécula coestimuladora selecionada do
grupo que consiste em CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS,
CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 e combina¢des dos mesmos. Em
algumas modalidades, 0 CAR BCMA também compreende um dominio de dobradica (tal
como um dominio de dobradiga CD8a) localizado entre o C-terminal do dominio de ligacéo
ao antigeno extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar. Em algumas
modalidades, 0 CAR BCMA compreende ainda um peptideo de sinal (tal como um peptideo

de sinal CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo. Em algumas
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modalidades, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-terminal : um peptideo de sinal
CD8a, o dominio de ligagdao ao antigeno extracelular, um dominio de dobradica CD8a, um
dominio transmembranar CD28, um primeiro dominio de sinalizacdo coestimulador
derivado de CD28, um segundo dominio de sinaliza¢do coestimulador derivado de CD137 e
um dominio de sinalizacdo intracelular primario derivado de CD3 " . Em algumas
modalidades, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-terminal: um peptideo de sinal
CD8a, 0 dominio de ligacdo ao antigeno extracelular, um dominio de dobradica CD8a, um
dominio transmembranar CD8a, um dominio de sinalizagdo coestimulador derivado de
CD137 e um dominio de sinalizacdo intracelular primario derivado de CD3[" . Em algumas
modalidades, 0 CAR BCMA é monoespecifico. Em algumas modalidades, o CAR BCMA é
monovalente.

[0265] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA compreendendo um
polipeptideo tendo pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % ou 100% de identidade de sequéncia para a
sequéncia de aminodacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:216-256 e
298-335. Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA compreendendo
uma sequéncia de aminodacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:216-256
e 298-335. Também é proporcionado um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
aminoéacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:216-256 e 298-335.

[0266] Em algumas modalidades, é proporcionado um &cido nucleico isolado que
codifica qualquer um dos CARs BCMA proporcionados aqui. Em algumas modalidades, é
proporcionado um &cido nucleico isolado possuindo pelo menos aproximadamente
qualquer um de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96% 97%,
98%, 99% ou 100% de identidade de sequéncia para uma sequéncia de acido nucleico
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:257-297 e 336-373. Em algumas
modalidades, é proporcionado um &cido nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de
acido nucleico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:257-297 e 336-373. Em
algumas modalidades, o acido nucleico isolado é um DNA. Em algumas modalidades, o
acido nucleico isolado € um RNA. Em algumas modalidades, ¢ proporcionado um vetor
compreendendo qualquer um dos acidos nucleicos que codificam os CARs BCMA descritos
acima. Em algumas modalidades, o vetor é um vetor de expressao. Em algumas modalidades,

0 vetor € um vetor viral, como um vetor lentiviral. Em algumas modalidades,
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o0 vetor € um vetor ndo viral. CARs BCMA monovalentes exemplificativaos sdo mostradas
na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. CARs BCMA monovalentes exemplificativos.

Ex. Ex. Ex. |SP Extra | Dobra | TM Sinalizag&o intracelular
Vetor AA NA celula | dica COl1 | CO2 Prim.
ou SEQ | SEQ r.

Nome ID ID sdAb

do

CAR

PLLV- | 216 257 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEFla- a 3734

269A37 6

346

PLLV- | 217 258 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEFla- a 3734

269A37 8

348

PLLV- |218 259 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEFla- a 3791

269A37 7

917

PLLV- | 219 260 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEFla- a 3735

269A37 5

355

PLLV- | 220 261 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(¢
hEFla- o 3791

269A37 5

915

PLLV- |221 262 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEFla- a 3793
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269A37 6
936
PLLV- | 222 263 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEF1la- a 3795
269A37 3
953
PLLV- | 223 264 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEF1la- o 3796
269A37 5
965
PLLV- | 224 265 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEF1la- o 3797
269A37 2
972
PLLV- | 225 266 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEF1la- a 3735
269A37 3
353
PLLV- | 226 267 | CD8 | 269A | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3(
hEF1la- a 3794
269A37 8
948
GSI501 | 227 268 | CD8 | 269A | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
1CAR o 3734 7
6
GSI501 | 228 269 | CD8 | 269A | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
9 CAR o 3735 7
3
GSI502 | 229 270 | CD8 | 269A | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
0 CAR o 3791 7
7
269B00 | 230 271 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
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5S o 005 7
269B02 | 231 272 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
3S o 023 7
269B02 | 232 273 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
4S o 024 7
269B02 | 233 274 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
8S o 028 7
269B03 | 234 275 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
0S a 030 7
269B03 | 235 276 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
8S o 038 7
269B05 | 236 277 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
4S o 054 7
269B05 | 237 278 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
9S a 059 7
269B06 | 238 279 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
0S o 060 7
269B06 | 239 280 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
9S a 069 7
269B07 | 240 281 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
4S o 074 7
269B07 | 241 282 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
6S a 076 7
269B07 | 242 283 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
9S o 083 7
269B08 | 243 284 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
3S o 085 7
269B08 | 244 285 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
5S a 093 7
269B09 | 245 286 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
3S o 094 7
269B09 | 246 287 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3¢
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4S a 104 7
269B10 | 247 288 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
4S a 109 7
269B10 | 248 289 | CD8 |269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
9S a 110 7
269B11 | 249 290 | CDS8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
0S a 113 7
269B11 | 250 291 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
3S o 126 7
269B12 | 251 292 | CD8 | 269B | CD8a. | CD8a | CD13 | NA CD3(
6S a 129 7
269B12 | 252 293 | CD8 | 269B | CD8a. | CD8a | CD13 | NA CD3(
9S a 131 7
269B13 | 253 294 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
1S o 135 7
269B13 | 254 295 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
5S o 136 7
269B13 | 255 296 | CD8 | 269B | CD8o. | CD8a | CD13 | NA CD3(
6S o 139 7
269B13 | 256 297 | CD8 | 269B | CD8a | CD8a | CD13 | NA CD3(
9S o 024 7

Receptores de antigenos quiméricos multivalentes

[0267] O presente pedido também proporciona CARs multivalentes que possuem duas
ou mais (como cerca de qualquer um dos 2, 3, 4, 5, 6 ou mais) fracdes de ligacdo que se
ligam especificamente a um antigeno, tal como BCMA. Em algumas modalidades, uma ou
mais das fracbes de ligacdo sdo fragmentos de ligagdo ao antigeno. Em algumas
modalidades, uma ou mais das fracBes de ligacdo compreendem anticorpos de dominio
unico. Em algumas modalidades, uma ou mais das fracfes de ligacdo sdo derivadas de
anticorpos camelideos. Em algumas modalidades, uma ou mais das frac6es de ligagcdo sdo
derivadas de um anticorpo de quatro cadeias. Em algumas modalidades, uma ou mais das

fragOes de ligagdo séo scFvs. Em algumas modalidades, uma ou mais das fracGes de
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ligagéo sdo derivadas de anticorpos humanos. Em algumas modalidades, uma ou mais das
fracdes de ligacdo sdo ligandos polipeptidicos ou outros polipeptideos nao anticorpos que se
ligam especificamente ao antigeno. Em algumas modalidades, o CAR multivalente é
monoespecifico, isto ¢, 0 CAR multivalente direciona um Unico antigeno e compreende dois
ou mais sitios de ligacdo para o antigeno Unico. Em algumas modalidades, o CAR
multivalente € monoespecifico, isto ¢, 0 CAR multivalente tem como alvo mais do que um
antigeno e o CAR multivalente compreende dois ou mais sitios de ligacdo para pelo menos
um antigeno. As fracdes de ligacdo especificas para 0 mesmo antigeno podem se ligar ao
mesmo epitopo do antigeno (isto &, “monoepitopo CAR”) ou se ligam a diferentes epitopos
(isto é, “multiepitopo CAR” como biepitopo CAR ou triepitopo CAR) do antigeno. Os sitios
de ligacdo especificos para 0 mesmo antigeno podem compreender os mesmos ou diferentes
sdAbs.

[0268] Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona um receptor de antigeno
quimérico multivalente (tal como bivalente, trivalente ou de maior nimero de valéncias) que
compreende um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno
extracelular compreendendo uma pluralidade (tal como pelo menos cerca de qualquer um
dos 2, 3, 4, 5, 6 ou mais) de fracdes de ligacdo que se ligam especificamente a um antigeno
(tal como um antigeno tumoral); (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizacdo intracelular. Em algumas modalidades, o antigeno é selecionado do grupo que
consiste em CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-
13R, CD138, c-Met, EGFRVIII, GD-2, NY-ESO-1 MAGE A3 e glicolipideo F77.

[0269] Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona um receptor de antigeno
quimérico multivalente (tal como bivalente, trivalente ou de maior nimero de valéncias) que
compreende um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno
extracelular compreendendo uma pluralidade (tal como pelo menos cerca de qualquer um de
2, 3,4, 5, 6 ou mais) de anticorpos de dominio unico (sdAb) que se liga especificamente a
um antigeno (tal como um antigeno tumoral); (b) um dominio transmembranar; e (c) um
dominio de sinalizagdo intracelular. Em algumas modalidades, o antigeno € selecionado do
grupo que consiste em CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1, GPC3,
CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRVIII, GD-2, NY-ESO-1 MAGE A3 e glicolipideo
F77.
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[0270] Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona um receptor de antigeno
quimérico multivalente (tal como bivalente, trivalente ou de maior nimero de valéncias) que
compreende um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno
extracelular compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo que liga especificamente a um
primeiro epitopo de um antigeno (como um antigeno tumoral), e uma segunda fracdo de
ligacdo que liga especificamente a um segundo epitopo do antigeno; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacéo intracelular, em que o primeiro epitopo e
0 segundo epitopo sdo diferentes. Em algumas modalidades, o antigeno € selecionado do
grupo que consiste em CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1, GPC3,
CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 MAGE A3 e glicolipideo
F77. Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligacdo é um sdAb e a segunda fracédo
de ligacdo € derivada de um anticorpo humano (por exemplo, um scFv). Em algumas
modalidades, a primeira fracdo de ligacdo é um sdAb e a segunda fracdo de ligagcdo é um
ligando polipeptidico. Em algumas modalidades, o primeiro epitopo é 0 mesmo que 0
segundo epitopo. Em algumas modalidades, o primeiro epitopo é diferente do segundo
epitopo. Em algumas modalidades, o CAR multivalente liga-se especificamente a dois
epitopos diferentes num antigeno. Em algumas modalidades, o CAR multivalente liga-se
especificamente a trés ou mais epitopos diferentes num antigeno.

[0271] Em algumas modalidades, o presente pedido proporciona um receptor de antigeno
quimérico multivalente (tal como bivalente, trivalente ou de maior nimero de valéncias) que
compreende um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno
extracelular compreendendo um primeiro sdAb que liga especificamente a um primeiro
epitopo de um antigeno (como um antigeno tumoral), e um segundo sdAb que liga
especificamente a um segundo epitopo do antigeno; (b) um dominio transmembranar; e ()
um dominio de sinalizacdo intracelular, em que o primeiro epitopo e 0 segundo epitopo sdo
diferentes. Em algumas modalidades, o antigeno é selecionado do grupo que consiste em
CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138,
c-Met, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 MAGE A3 e glicolipideo F77.

[0272] Em algumas modalidades, as fracGes de ligacdo, tais como sdAbs (incluindo a
pluralidade de sdAbs, ou o primeiro sdAb e/ou o segundo sdAb) sdo camelideos, quiméricos,
humanos ou humanizados. Em algumas modalidades, as fracGes de ligacdo ou sdAbs sdo

fundidas entre si atraves de ligagdes peptidicas ou de ligantes peptidicos. Em
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algumas modalidades, cada ligante peptidico ndo tem mais que cerca de 50 (tal como néo
mais que qualquer um de 35, 25, 20, 15, 10 ou 5) aminoacidos de comprimento. Em algumas
modalidades, o dominio transmembranar ¢ selecionado do grupo que consiste em CD8a,
CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 e PD1. Em algumas modalidades, o dominio de
sinalizacdo intracelular compreende um dominio de sinalizac&o intracelular priméario de uma
célula efetora imune (tal como célula T). Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagédo
intracelular primario é derivado de CD3 1 . Em algumas modalidades, o dominio de
sinalizacdo intracelular primério compreende um dominio de sinalizagdo coestimulador. Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo coestimulador é derivado de uma molécula
coestimuladora selecionada do grupo que consiste em CD27, CD28, CD137, 0X40, CD30,
CD40, CD3, LFA-1, ICOS, CD2, CD7,

LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 e combinacGes dos mesmos. Em algumas
modalidades, o CAR multivalente também compreende um dominio de dobradica (tal como
um dominio de dobradica CD8a) localizado entre o C-terminal do dominio de ligacéo ao
antigeno extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar. Em algumas modalidades,
0 CAR multivalente compreende ainda um peptideo de sinal (tal como um peptideo de sinal
CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo. Em algumas modalidades, o polipeptideo
compreende do N-terminal ao C-terminal: um peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligagao
ao antigeno extracelular, um dominio de dobradica CD8a, um dominio transmembranar
CD8a, um dominio de sinalizagdo coestimulador derivado de CD137 e um dominio de
sinalizacdo intracelular primario derivado de CD3 1 . Em algumas modalidades, o CAR
multivalente é monoespecifico. Em algumas modalidades, o CAR multivalente é
multiespecifico, como biespecifico.

[0273] Os CARs multivalentes descritos aqui podem ser especialmente adequados para
direcionar antigenos multiméricos atraves de ligacdo sinérgica pelos diferentes sitios de
ligacdo de antigeno, ou para aumentar a afinidade de ligacdo ou a avidez ao antigeno.
Qualquer um dos sdAbs anti-BCMA aqui descritos pode ser utilizado no dominio de ligacéo
ao antigeno extracelular dos CARs multivalentes aqui descritos. Uma lista de CARs BCMA
multivalentes exemplificativos, sequéncias exemplificativas, construtos e vetores destes sao
mostrados na Tabela 5.

[0274] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR multivalente que direciona

BCMA compreendendo:(a) um dominio de ligagio ao antigeno extracelular
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compreendendo uma pluralidade (tal como pelo menos cerca de qualquer um dos 2, 3, 4 ou
mais) de uma fracdo de ligagdo ao BCMA (por exemplo, um sdAb anti-BCMA); (b) um
dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular. Qualquer um dos
sdAbs anti-BCMA pode ser usado para construir o CAR BCMA multivalente. Em algumas
modalidades, o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular se liga especificamente a um
unico epitopo do BCMA, e esses CARs sdo aqui referidos como CARs BCMA multivalentes
monoepitopo.

[0275] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo uma
pluralidade (tal como pelo menos cerca de qualquer um de 2, 3, 4 ou mais) de um sdAb anti-
BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em
que o sdAb anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:1, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:39 e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:77.

[0276] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente (também
aqui referido como "CAR multivalente multiepitopo™) compreendendo:(a) um dominio de
ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo pelo menos duas (tal como qualquer uma
de 2, 3, 4 ou mais) fracdes de ligacdo ao BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e () um
dominio de sinalizagdo intracelular, em que as pelo menos duas fracdes de ligacdo ao BCMA
se ligam especificamente a pelo menos dois epitopos diferentes em BCMA. Em algumas
modalidades, o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreende uma primeira
fracdo de ligacdo ao BCMA e uma segunda fracdo de ligacdo ao BCMA. Em algumas
modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA € um sdAb anti-BCMA e a segunda
fracdo de ligacdo ao BCMA é derivada de um anticorpo humano (por exemplo, um scFv).
Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA é um sdAb e a segunda
fracdo de ligacdo ao BCMA é um ligando polipeptidico de BCMA. Em algumas
modalidades, a primeira fragdo de ligagcéo anti-BCMA e/ou a segunda fracdo de ligacdo ao
BCMA liga-se especificamente a um epitopo em BCMA derivado de uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir de SEQ ID NOs:388-394. Em algumas modalidades, a
primeira fracdo de ligagdo ao BCMA se liga especificamente a um epitopo derivado da SEQ

ID NO:389 e/ou 390. Em algumas modalidades, a segunda
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fracdo de ligacdo ao BCMA se liga especificamente a um epitopo derivado da SEQ ID
NO:391 e/ou 392.

[0277] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em que o primeiro sdAb anti-
BCMA e o segundo sdAb anti-BCMA se liga especificamente a epitopos diferentes no
BCMA. Qualquer um dos sdAbs anti-BCMA pode ser usado para construir o CAR BCMA
multivalente. Em algumas modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA e/ou o segundo sdAb
anti-BCMA se liga especificamente a um epitopo em BCMA derivado de uma sequéncia de
amino&cidos selecionada a partir de SEQ 1D NOs:388-394. Em algumas modalidades, o
primeiro sdAb anti-BCMA se liga especificamente a um epitopo derivado da SEQ ID
NO:389 efou 390. Em algumas modalidades, o segundo sdAb anti-BCMA se liga
especificamente a um epitopo derivado da SEQ ID NO:391 e/ou 392.

[0278] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizagdo intracelular, em que o primeiro sdAb anti-
BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID
NO:3, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:41, e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79; e em que o segundo
sdAb anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:10, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:48
e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:86. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:117. Em algumas modalidades, o segundo sdAb
anti-BCMA compreende um dominio VyH compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:124. Em algumas modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um
dominio V4H compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:124. Em algumas
modalidades, o segundo sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo a

sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:117.
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[0279] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em que o primeiro sdAb anti-
BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID
NO:10, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:48, e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:86; e em que o sdAb
anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:11, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:87. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:124. Em algumas modalidades, o segundo sdAb
anti-BCMA compreende um dominio V4H compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:125.

[0280] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizagdo intracelular, em que o primeiro sdAb anti-
BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID
NO:7, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:45, e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:83; e em que o sdAb
anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:11, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:49 e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:87. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:121. Em algumas modalidades, o segundo sdAb
anti-BCMA compreende um dominio VyH compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:125.

[0281] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio

transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em que o primeiro sdAb
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anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:15, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:53, e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:91; e em que 0 sdAb
anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:18, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56 e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:129. Em algumas modalidades, o segundo sdAb
anti-BCMA compreende um dominio V4H compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:132.

[0282] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizagdo intracelular, em que o primeiro sdAb anti-
BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID
NO:18, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:56, e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94; e em que o sdAb
anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:20, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:58 e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:132. Em algumas modalidades, o segundo sdAb
anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:134.

[0283] Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente,
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro sdAb anti-BCMA e um segundo sdAb anti-BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (¢) um dominio de sinalizacdo intracelular, em que o primeiro sdAb anti-
BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:20, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96; e em que o sdAb

anti-BCMA compreende uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
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SEQ ID NO:28, uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:66
e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:104. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:134. Em algumas modalidades, o segundo sdAb
anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:142.

[0284] Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, o
primeiro sdAb anti-BCMA\) esté localizado no N-terminal da segunda fracéo de ligacéo ao
BCMA (por exemplo, o segundo sdAb anti-BCMA). Em algumas modalidades, a primeira
fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, o primeiro sdAb anti-BCMA) esta localizado no
C-terminal da segunda fracdo de ligacdo ao BCMA (por exemplo, o segundo sdAb anti-
BCMA). Em algumas modalidades, a primeira fracdo de ligagdo BCMA (por exemplo, o
primeiro sdAb anti-BCMA) e a segunda fracdo de ligacdo BCMA (por exemplo, o segundo
sdAb anti-BCMA) sdo fundidos uns aos outros através de uma ligacdo peptidica ou um
ligante peptidico. Em algumas modalidades, o ligante peptidico ndo tem mais que cerca de
50 (tal como ndo mais que qualquer um de 35, 25, 20, 15, 10 ou 5) aminoacidos de
comprimento. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende
um dominio de sinalizacdo intracelular primario de uma célula efetora imune (tal como
célula T). Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular primario €
derivado de CD3a. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizag&o intracelular primério
compreende um dominio de sinalizacdo coestimulador. Em algumas modalidades, o dominio
de sinalizacdo coestimulador é derivado de uma molécula coestimuladora selecionada do
grupo que consiste em CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS,
CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos

de CD83 e combinagdes dos mesmos. Em algumas modalidades, o CAR BCMA
multivalente também compreende um dominio de dobradica (tal como um dominio de
dobradica CD8a) localizado entre o C-terminal do dominio de ligagdo ao antigeno
extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar. Em algumas modalidades, o CAR
BCMA multivalente compreende ainda um peptideo de sinal (tal como um peptideo de sinal
CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo. Em algumas modalidades, o polipeptideo
compreende do N-terminal ao C-terminal: um peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligacéo

ao antigeno extracelular, um dominio de dobradiga CD8a, um dominio
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transmembranar CD8a, um dominio de sinaliza¢ao coestimulador derivado de CD137 ¢ um
dominio de sinalizacao intracelular primario derivado de CD31" . Em algumas modalidades,
o CAR BCMA multivalente é bivalente. Em algumas modalidades, o CAR BCMA
multivalente é trivalente. Em algumas modalidades, 0 CAR BCMA multivalente liga-se
especificamente a dois epitopos diferentes num BCMA. Em algumas modalidades, o CAR
BCMA multivalente liga-se especificamente a trés ou mais epitopos diferentes num BCMA.
[0285] Em algumas modalidades, € proporcionado um CAR BCMA multivalente
compreendendo um polipeptideo tendo pelo menos cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % ou 100% de identidade de
sequéncia para a sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NO:298-335. Em algumas modalidades, é proporcionado um CAR BCMA multivalente
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NO:298-335. Também ¢é proporcionado um polipeptideo compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:298-335.
[0286] Em algumas modalidades, é proporcionado um &cido nucleico isolado que
codifica qualquer um dos CARs BCMA multivalentes proporcionados aqui. Em algumas
modalidades, é proporcionado um acido nucleico isolado possuindo pelo menos
aproximadamente qualquer um de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96% 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade de sequéncia para uma sequéncia
de acido nucleico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:336-373. Em algumas
modalidades, é proporcionado um &cido nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de
acido nucleico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:336-373. Em algumas
modalidades, o acido nucleico isolado € um DNA. Em algumas modalidades, o acido
nucleico isolado € um RNA. Em algumas modalidades, é proporcionado um vetor
compreendendo qualquer um dos &cidos nucleicos que codificam os CARs BCMA
multivalentes descritos acima. Em algumas modalidades, o vetor é um vetor de expressao.
Em algumas modalidades, o vetor é um vetor viral, como um vetor lentiviral. Em algumas
modalidades, o vetor é um vetor ndo viral. CARs BCMA multivalentes exemplificativos sao

mostrados na Tabela 5 abaixo.
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C |Ex. |Ex | SP | Dominio de ligacdo ao antigeno | Dobr | TM | Sinaliza
A | AA extracelular adica cao
R |SE | N intracelu

Q |A lar

ID | SE sdA | Ligac | sdAb | Ligac | sdA C |Pri

Q b#l |ao#l |#2 ao b Ol [ m.
ID SEQ #2 #3
ID SEQ
ID

G | 298 |33 |CD |269 |208 269A | NA NA | CD8u |CD8 |C |C
Sl 6 |[8u | A37 3734 a D1 | D3
50 346 6 37 | ¢
14
G | 29933 |CD |269 |208 269A | 208 269 | CD8a |CD8 |[C |C
Si 7 8o | A37 3734 A37 o D1 | D3
50 346 6 346 37 | C
15
G | 30033 |CD |269 |208 269A | NA NA | CD8u |CD8 |C |C
Sl 8 |[8u | A37 3791 a D1 | D3
50 353 7 37 | C
21
G | 30133 |CD |269 |213 269A | NA NA |CD8ua |[CD8 [C |C
Sl 9 |[8ua |A37 3791 a D1 | D3
50 353 7 37 | C
22
G | 30234 |CD |269 |215 269A | NA NA |CD8ua |[CD8 [C |C
Sl 0 |[8a |A37 3791 a D1 | D3
50 353 7 37 | C
23
G | 30334 |CD |269 |209 269A | NA NA | CD8u |CD8 |[C |C
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SI 1 [8a |A37 3735 o D1 [ D3
50 917 3 37 |¢
24
G | 30434 |[CD |269 |213 |269A |[NA | NA |CDSo |CD8 |C |C
Sl 2 |8 |A37 3735 o D1 | D3
50 917 3 37 |¢
25
G | 305|34 |[CD 269 |214 |269A |[NA |NA |CDSa|CD8 |C |C
S| 3 |8 |A37 3735 o D1 | D3
50 917 3 37 |¢
26
B [306]34 |CD |269 |208 |269A |[NA |NA |CDSo|CD8 [C |C
C 4 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 353 8 37 |¢
R
00
1
B (30734 |CD |269 |213 |269A |[NA |NA |CDSo|CD8 |[C |C
C 5 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 353 8 37 |¢
R
00
2
B 30834 |CD | 269 | 215 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 6 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 353 8 37 |¢
R
00
3
B 30934 |CD | 269 | 209 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 7 |8 |A37 3735 o D1 | D3
A 948 3 37 |¢
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R
00
4
B 31034 |CD | 269 |213 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 8 |8a |A37 3735 o D1 | D3
A 948 3 37 |¢
R
00
5
B |311 (34 |CD | 269 | 214 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 9 |8a |A37 3735 a D1 | D3
A 948 3 37 | ¢
R
00
6
B |312(35 |[CD | 269 | 208 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 0 |8a |A37 3794 o D1 | D3
A 953 8 37 |¢
R
00
;
B |313(35 |CD | 269 |213 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 1 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 953 8 37 |¢
R
00
8
B (31435 |CD |269 |215 |269A |[NA |NA |CDSo|CD8 |[C |C
C 2 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 953 8 37 |¢
R
00
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9

B |315(35 |CD | 269 | 209 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 3 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 953 8 37 |¢

R

01

0

B [316|35 |CD |269 |213 |269A |[NA |NA |CDSo|CD8 |[C |C
C 4 |8 |A37 3794 o D1 | D3
A 953 8 37 |¢

R

01

1

B 31735 |CD | 269 | 214 |269A |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C

C 5 |8a |A37 3794 o D1 | D3
A 953 8 37 |¢

R

01

2

B 31835 |CD | 269 | 208 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 |[C |C

C 6 |8 |BO2 054 o D1 | D3
A 8 37 |¢

R

01

3

B 31935 |CD | 269 |213 |269B |[NA |NA |CDSa |CD8 |[C |C

C 7 |8a |B02 054 o D1 | D3
A 8 37 |¢

R

01

4

B |320(35 |CD | 269 |215 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
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C 8 [8a |BO2 054 o D1 | D3
A 8 37 |¢

R

01

5

B 32135 |CD | 269 | 209 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 9 |[8a |BO2 054 o D1 | D3
A 8 37 |¢

R

01

6

B |322(36 |CD | 269 | 213 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 [C |C

C 0 |8a |BO2 054 o D1 | D3
A 8 37 |¢

R

01

;

B |323(36 |CD | 269 | 214 |269B |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C

C 1 |8 |BO2 054 o D1 | D3
A 8 37 |¢

R

01

8

B 32436 |CD | 269 | 208 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 |[C |C

C 2 |8 |BO5 060 o D1 | D3
A 4 37 |¢

R

01

9

B |325(36 |CD | 269 |213 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 |[C |C

C 3 |8 |BO5 060 o D1 | D3
A 4 37 |¢
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R
02
0
B |326|36 |CD |269 |215 269B | NA NA | CD8a [CD8 |C |C
C 4 |8 | BO5 060 o D1 | D3
A 4 37 | C
R
02
1
B |327|36 |CD | 269 |209 269B | NA NA | CD8a [CD8 |C |C
C 5 |8ux |BO05 060 o D1 | D3
A 4 37 | C
R
02
2
B |328|36 |CD |269 |213 269B | NA NA | CD8u |[CD8 |C |C
C 6 |8 | B05 060 o D1 | D3
A 4 37 | C
R
02
3
B |329|36 |CD |269 |214 269B | NA NA | CD8ua |[CD8 |C |C
C 7 | 8u | BO5 060 o D1 | D3
A 4 37 | C
R
02
4
B |330(36 |CD | 269 |208 269B | NA NA | CD8ua |[CD8 |[C |C
C 8 |8 | BO06 094 o D1 | D3
A 0 37 | C
R
02
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5

B 33136 |CD | 269 | 213 |269B |[NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 9 |8 |BO6 094 o D1 | D3
A 0 37 |¢
R

02

6

B [332]37 |CD |269 |215 |269B |[NA |NA |CDSo|CD8 |[C |C
C 0 |8 |BO6 094 o D1 | D3
A 0S 37 |¢
R

02

;

B |333(37 |CD | 269 | 209 |269B |NA |NA |CDSa |CD8 [C |C
C 1 |8 |BO6 094 o D1 | D3
A 0 37 |¢
R

02

8

B 33437 |CD | 269 |213 |269B |[NA |NA |CDSa |CD8 |[C |C
C 2 |8 |BO6 094 o D1 | D3
A 0 37 |¢
R

02

9

B |335|37 |CD | 269 | 214 |269B |[NA |NA |CDSa |CD8 |[C |C
C 3 |8 |BO6 094 o D1 | D3
A 0 37 |¢
R

03

0
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Receptores de antigenos quiméricos multiespecificos

[0287] O presente pedido proporciona ainda receptores de antigenos quiméricos
multiespecificos que direcionam dois ou mais (por exemplo, cerca de qualquer um de 2, 3,
4, 5, 6 ou mais) antigenos diferentes. Em algumas modalidades, o0 CAR multiespecifico
possui um unico sitio de ligacdo ao antigeno para cada antigeno. Em algumas modalidades,
0 CARs multiespecifico possui mais de dois sitios de ligacdo para pelo menos um antigeno.
Cada sitio de ligacdo ao antigeno pode compreender um sdAb. Por exemplo, em algumas
modalidades, 0 CAR multiespecifico € um CAR biespecifico compreendendo um dominio
de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo dois sdAbs diferentes cada um
especificamente ligando-se a um antigeno. Em algumas modalidades, o CAR
multiespecifico € um CAR triespecifico compreendendo um dominio de ligacdo do antigeno
extracelular compreendendo trés SdAbs diferentes cada um especificamente ligando-se a um
antigeno.

[0288] Em algumas modalidades, é proporcionado um receptor de antigeno quimeérico
(CAR) multispecifico (tal como biespecifico) compreendendo um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo um
primeiro anticorpo de dominio unico (sdAb) que se liga especificamente ao BCMA e um
segundo anticorpo de dominio Unico (sdAb) que se liga especificamente a um segundo
antigeno (tal como um antigeno tumoral); (b) um dominio transmembranar; e (¢) um dominio
de sinalizacdo intracelular, em que o primeiro antigeno € diferente do segundo antigeno. Em
algumas modalidades, o segundo antigeno é selecionado do grupo que consiste em CD19,
CD20, CD22, CD33, CD38, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R,

CD138, c-Met, EGFRVIII, GD-2, NY-ESO-1 MAGE A3 e glicolipideo F77. Em algumas
modalidades, o primeiro sdAb e/ou o segundo sdAb é de camelideo, quimérico, humano ou
humanizado. Em algumas modalidades, o primeiro sdAb e o segundo sdAb sdo fundidos um
com o outro através de uma ligagdo peptidica ou um ligante peptidico. Em algumas
modalidades, o ligante peptidico ndo tem mais que cerca de 50 (tal como ndo mais que
qualquer um de 35, 25, 20, 15, 10 ou 5) aminoacidos de comprimento. Em algumas
modalidades, o dominio transmembranar € selecionado do grupo que consiste em CD8a,
CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 e PD1. Em algumas modalidades, o dominio de
sinalizacéo intracelular compreende um dominio de sinalizag&o intracelular primario de uma

célula efetora imune (tal como célula T). Em algumas modalidades, o dominio de
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sinalizacdo intracelular primério é derivado de CD3r . Em algumas modalidades, o dominio
de sinalizacéo intracelular primério compreende um dominio de sinalizacdo coestimulador.
Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo coestimulador é derivado de uma
molécula coestimuladora selecionada do grupo que consiste em CD27, CD28, CD137,
0OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C,

B7-H3, Ligandos de CD83 e combinacbes dos mesmos. Em algumas modalidades, o CAR
multiespecifico também compreende um dominio de dobradica (tal como um dominio de
dobradica CD8a) localizado entre o C-terminal do dominio de ligagdo ao antigeno
extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar. Em algumas modalidades, o CAR
multiespecifico compreende ainda um peptideo de sinal (tal como um peptideo de sinal
CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo. Em algumas modalidades, o polipeptideo
compreende do N-terminal ao C-terminal: um peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligagdo
ao antigeno extracelular, um dominio de dobradiga CD8a, um dominio transmembranar
CD8a, um dominio de sinalizagdo coestimulador derivado de CD137 ¢ um dominio de
sinalizacdo intracelular primario derivado de CD3 [T . Em algumas modalidades, o
polipeptideo compreende do N-terminal ao C-terminal: um peptideo de sinal CDS8a, o
dominio de ligagdo ao antigeno extracelular, um dominio de dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD28, um dominio de sinalizacdo coestimulador derivado de CD28 e um
dominio primario de sinalizagdo intracelular derivado de CD31" .

Dominio de ligagéo ao antigeno extracelular

[0289] O dominio de ligacdo ao antigeno extracelular dos CARs aqui descritos compreende
um ou mais anticorpos de dominio unico (como qualquer um de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais)
fracOes de ligacdo, tais como sdAbs. Em algumas modalidades, a uma ou mais fragdes de
ligacdo sdo anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos. Em algumas
modalidades, a uma ou mais fracGes de ligacdo sdo derivadas de anticorpos de quatro
cadeias. Em algumas modalidades, a uma ou mais fragOes de ligacdo sdo derivadas de
anticorpos camelideos. Em algumas modalidades, a uma ou mais fragcdes de ligacdo sédo
derivadas de anticorpos humanos. Em algumas modalidades, a uma ou mais fragcdes de
ligacdo sdo proteinas de ligacdo ndo anticorpos, tais como ligandos polipeptidicos ou
proteinas engenheiradas que se ligam a um antigeno. As fracbes de ligacdo podem ser
fundidas uma com a outra diretamente atraves de ligacOes peptidicas, ou através de ligantes

peptidicos.
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1. Anticorpos de dominio Unico

[0290] Em algumas modalidades, o0 CAR compreende um dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular compreendendo um ou mais sdAbs. Os sdAbs podem ser do mesmo
tipo de origens diferentes e de tamanhos iguais ou diferentes. sdAbs exemplificativos
incluem, mas ndo estdo limitados a, dominios variaveis de cadeia pesada de apenas
anticorpos de cadeia pesada (por exemplo, VhWH ou Vnar), moléculas de ligacdo
naturalmente desprovidas de cadeias leves, dominios unicos (como Vy ou V) derivados de
anticorpos convencionais de 4 cadeias, anticorpos de cadeia pesada humanizados, sdAbs
humanos produzidos por camundongos transgénicos ou ratos que expressam segmentos de
cadeia pesada humana e dominios engenheirados e andaimes de dominio Unico diferentes
daqueles derivados de anticorpos. Quaisquer sdAbs conhecidos na técnica ou desenvolvidos
pelos inventores, incluindo os sdAbs descritos na Se¢édo Il do presente pedido, podem ser
usados para construir os CARs aqui descritos. O sdAbs pode ser derivado de qualquer
espécie, incluindo, mas ndo limitado a camundongo, ratos, humanos, camelos, lama,
lampreia, peixe, tubardo, cabra, coelho e bovino. Os anticorpos de dominio Unico
contemplados aqui também incluem moléculas de sdAb de ocorréncia natural de espécies
diferentes de Camelidae e tubardes.

[0291] Em algumas modalidades, o sdAb é derivado de uma molécula de ligacdo ao
antigeno de dominio Unico de ocorréncia natural conhecido como anticorpo de cadeia pesada
desprovido de cadeias leves (também aqui referido como "anticorpos de cadeia pesada
apenas"). Tais moléculas de dominio Gnico sdo divulgadas em WO 94/04678 and Hamers-
Casterman, C. et al. (1993) Nature 363:446-448, por exemplo. Por razbes de clareza, o
dominio variavel derivado de uma molécula de cadeia pesada naturalmente desprovida de
cadeia leve e aqui conhecido como um VuH para distingui-lo do convencional Vy de
imunoglobulinas de quatro cadeias. Tal molécula de VuH pode ser derivada de anticorpos
criados em espécies de Camelidae, por exemplo, camelo, lhama, vicuna, dromedario, alpaca
e guanaco. Outras espécies além de Camelidae podem produzir moléculas de cadeia pesada,
naturalmente desprovidas de cadeia leve, e tais VuHs estédo dentro do escopo do presente
pedido.

[0292] Moleculas de ViH dos Camelideos sdo cerca de 10 vezes menores do que as
moléculas de 1gG. Elas séo polipeptideos Gnicos e podem ser muito estaveis, resistindo

condigdes extremas de pH e temperatura. Alem disso, elas podem ser resistentes a acao das
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proteases, 0 que ndo é o caso dos anticorpos convencionais de 4 cadeias. Além disso, a
expressdo in vitro de VyH s produz VyHs funcionais de alto rendimento e apropriadamente
dobrados. Além disso, os anticorpos gerados em camelideos podem reconhecer epitopos
além daqueles reconhecidos por anticorpos gerados in vitro através da utilizagdo de
bibliotecas de anticorpos ou através da imunizacao de outros mamiferos além dos camelideos
(ver, por exemplo, W0O9749805). Como tal, CARs multiespecificos ou multivalentes
compreendendo um ou mais dominios VyH podem interagir de forma mais eficiente com
alvos do que CARs multiespecificos ou multivalentes compreendendo fragmentos de ligacdo
ao antigeno derivados de anticorpos convencionais de 4 cadeias. Uma vez que VyHs séo
conhecidos por se ligar a epitopos "incomuns”, tais como cavidades ou ranhuras, a afinidade
de CARs que compreende tais VuHs podem ser mais adequados para tratamento terapéutico
do que polipeptideos multiespecificos convencionais.

[0293] Em algumas modalidades, o sdAb é derivado de uma regido varidvel da
imunoglobulina encontrada em peixes cartilaginosos. Por exemplo, o sdAb pode ser
derivado do isotipo de imunoglobulina conhecido como Novel Antigen Receptor (NAR)
encontrado no soro de tubardo. Métodos de produgdo de moléculas de dominio Unico
derivadas de uma regido variavel de NAR ("IgNARs") sdo descritos em WO 03/014161 e
Streltsov (2005) Protein Sci. 14:2901-29009.

[0294] Em algumas modalidades, o sdAb € recombinante, enxertado com CDR,
humanizado, camelizado, desimunizado e/ou gerado in vitro (por exemplo, selecionado por
exibicdo de fago). Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos das regides de
estrutura pode ser alterada por "camelizacdo" de residuos de aminoacidos especificos nas
regibes de estruturais. A camelizacdo refere-se a substituicdo ou troca de um ou mais
residuos de aminoacidos na sequéncia de aminoacidos de um dominio (de ocorréncia natural)
VH de um anticorpo convencional de 4 cadeias por um ou mais dos residuos de aminoécidos
que ocorrem na(s) posicéo(0es) correspondente(s) em um dominio VuH de um anticorpo de
cadeia pesada. Isto pode ser realizado de uma maneira conhecida per se, que sera clara para
o0 versado, por exemplo com base na descri¢do adicional aqui descrita. Tais substituicdes de
"camelizacdo" sdo de preferéncia inseridas nas posicdes de aminoacidos que se formam e/ou
estdo presentes na interface Vu-VL e/ou nos chamados residuos de marca registrada de

Camelidae, como aqui definidos (ver, por exemplo, WO
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94/04678, Davies e Riechmann FEBS Letters 339:285-290, 1994; Davies and Riechmann
Protein Engineering 9 (6):531-537, 1996; Riechmann J. Mol. Biol. 259:957-969, 1996; e
Riechmann and Muyldermans J. Immunol. Meth. 231:25-38, 1999).

[0295] Em algumas modalidades, o sdAb é um sdAb humano produzido por camundongos
transgénicos ou ratos que expressam segmentos de cadeia pesada humana. Ver, por
exemplo, US20090307787A1, Patente US 8.754.287, US20150289489A1,
US20100122358A1, e WO2004049794. Em algumas modalidades, o sdAb é amadurecido
por afinidade.

[0296] Em algumas modalidades, os dominios VxH de ocorréncia natural contra um
determinado antigeno ou alvo, podem ser obtidos de bibliotecas (naives ou imunes) de
sequéncias VHH de Camelideo. Tais métodos podem ou ndo envolver a varredura de tal
biblioteca utilizando o referido antigeno ou alvo, ou pelo menos uma parte, fragmento,
determinante antigénico ou epitopo do mesmo utilizando uma ou mais técnicas de varredura
conhecidas per se. Tais bibliotecas e técnicas sdo, por exemplo, descritas em WO 99/37681,
WO 01/90190, WO 03/025020 e WO 03/035694. Alternativamente, bibliotecas sintéticas ou
semissintéticas melhoradas derivadas de bibliotecas (naive ou imune) de VuH podem ser
usadas, tais como bibliotecas VyH obtidas de bibliotecas (naive ou imune) de VyH por
técnicas tais como mutagénese aleatdria e/ou mistura de CDR, como por exemplo descrito
em WO 00/43507.

[0297] Em algumas modalidades, os sdAbs sdo gerados a partir de anticorpos convencionais
de quatro cadeias. Ver, por exemplo, EP 0 368 684, Ward et al. (Nature 1989 Oct. 12; 341
(6242):544-6), Holt et al., Trends Biotechnol., 2003, 21(11):484-490; WO 06/030220; e WO
06/003388.

2. Antigenos

[0298] O(s) antigeno(s) direcionado(s) pelo(s) CARs do presente pedido s&o moléculas de
superficie celular. As fracdes de ligacdo (tal como sdAbs) podem ser escolhidas para
reconhecer um antigeno que atua como um marcador de superficie celular em células alvo
associadas a um estado de doenca especial. Em algumas modalidades, o antigeno (tal como
0 primeiro antigeno e/ou o segundo antigeno) € um antigeno tumoral. Em algumas
modalidades, os CARs multiespecificos direcionam dois ou mais antigenos tumorais. Em
algumas modalidades, o antigeno tumoral esta associado a uma doenca maligna das células

B. Os tumores expressam uma série de proteinas que podem servir como um antigeno alvo
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para uma resposta imune, particularmente respostas imunes mediadas por células T. Os
antigenos visados pelo CAR podem ser antigenos em uma Unica célula ou antigenos
doentes que sdo expressos em diferentes células que contribuem para a doenca. Os
antigenos visados pelo CAR podem estar envolvidos direta ou indiretamente nas doencas.
[0299] Os antigenos tumorais s&o proteinas que s&o produzidas por células tumorais que
podem provocar uma resposta imune, particularmente respostas imunes mediadas por
células T. A selecdo do antigeno alvo da invencgdo dependera do tipo particular de cancer a
ser tratado. Antigenos tumorais exemlificaivos incluem, por exemplo, um antigeno
associado ao glioma, o antigeno carcinoembrionario (CEA), a gonadotropina coridnica
humana, a alfafetoproteina (AFP), a AFP reativa a lectina, a tiroglobulina, a RAGE-1, a
MN-CAIX, a transcriptase reversa humana de telomerase RU1, RU2 (AS), carboxil
esterase intestinal, mut hsp70-2, M-CSF, prostase, antigeno prostatico especifico (PSA),
PAP, NY-ESO-1, LAGE-la, p53, prosteina, PSMA, HER2/neu, survivina e telomerase,
antigeno de tumor de carcinoma de prostata-1 (PCTA-1), MAGE, ELF2M, elastase de
neutrofilos, ephrinB2, CD22, fator de crescimento de insulina (IGF) -1, IGF-I1, receptor de
IGF-1 e mesotelina.

[0300] Em algumas modalidades, o antigeno tumoral compreende um ou mais epitopos de
cancer antigénico associados a um tumor maligno. Os tumores malignos expressam uma
série de proteinas que podem servir como antigenos alvo para um ataque imune. Estas
moléculas incluem, mas ndo estdo limitadas a, antigenos especificos de tecido tais como
MART-1, tirosinase e gp100 em melanoma e fosfatase de acido prostatico (PAP) e antigeno
prostatico especifico (PSA) em céancer de prostata. Outras moléculas alvo pertencem ao
grupo de moléculas relacionadas a transformacdo, como o oncdgene HER2/Neu/ErbB-2.
Ainda outro grupo de antigenos alvo sdo antigenos oncofetais, tais como antigeno
carcinoembrionario (CEA). No linfoma de células B, a imunoglobulina idiotipica especifica
do tumor constitui um antigeno de imunoglobulina verdadeiramente especifico do tumor que
é exclusivo do tumor individual. Os antigenos de diferenciacdo de células B, tais como
CD19, CD20 e CD37 sao outros candidatos para antigenos alvo em linfoma de células B.
[0301] Em algumas modalidades, o antigeno tumoral € um antigeno especifico do tumor
(TSA) ou um antigeno associado ao tumor (TAA). Um TSA é exclusivo das células tumorais

e ndo ocorre em outras células do corpo. Um antigeno associado com TAA ndo é
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exclusivo de uma célula tumoral e, em vez disso, também é expresso em uma célula normal
em condicdes que ndo conseguem induzir um estado de tolerancia imunolégica ao antigeno.
A expressao do antigeno no tumor pode ocorrer em condi¢cdes que permitam ao sistema
imunologico responder ao antigeno. Os TAAs podem ser antigenos que sd0 expressos em
células normais durante o desenvolvimento fetal, quando o sistema imunoldgico é imaturo
e incapaz de responder ou podem ser antigenos que normalmente estdo presentes em niveis
extremamente baixos em células normais, mas que sdo expressos em niveis muito mais altos
em células tumorais.

[0302] Outros exemplos ndo limitativos dos antigenos TSA ou TAA incluem o
seguinte:Antigenos de diferenciacdo, tais como MART-1/MelanA (MART-1), gp 100 (Pmel
17), tirosinase, TRP-1, TRP-2 e antigenos de multilineagem especificos de tumor, tais como
MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE -1, GAGE-2, pl5; antigenos embrionarios sobre-
expressos, como CEA; oncOgenes sobre-expressos e genes supressores de tumores mutados,
tais como p53, Ras, HER2/neu; antigenos tumorais Unicos resultantes de translocagdes
cromossémicas; como BCR-ABL, E2A-PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL- RAR; e antigenos
virais, como o0s antigenos do virus Epstein Barr EBVA e os antigenos E6 e E7 do virus do
papilomavirus humano (HPV). Outros antigenos grandes baseados em proteinas incluem
TSP-180, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESO, pl85erbB2, pl80erbB-3, c-met,
nm-23HI, PSA, TAG-72, CA 19-9, CA 72-4, CAM 17. 1, NuMa, K-

ras, beta-Catenina, CDK4, Mum-1, p 15, p 16, 43-9F, 5T4, 791Tgp72, alfa-fetoproteina,
beta-HCG, BCA225, BTAA, CA 125, CA 15-3\CA 27. 29\BCAA, CA 195, CA 242, CA-
50, CAM43, CD68\P1, CO-029, FGF-5, G250, Ga733\EpCAM, HTgp-175, M344, MA-
50, MG7-Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO- 1, RCAS 1,SDCCAGL1S6, proteina de ligagao TA-
90\Mac-2\poteina associada a ciclofilina C, TAAL6, TAG72, TLP e TPS.

[0303] Em algumas modalidades, o antigeno (tal como o primeiro antigeno e/ou 0 segundo
antigeno) é selecionado do grupo que consiste em CD19, CD20, CD22, CD33, CD38,
BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRvIII, GD-2,
NY-ESO-1 MAGE A3 e glicolipideo F77.

3. Ligantes peptidicos

[0304] As varias fracOes de ligacdo (tais como sdAbs) nos CARs multiespecificos ou
multivalentes aqui descritos podem ser fundidas entre si através de ligantes peptidicos. Em

algumas modalidades, as fracfes de ligacdo (tais como sdAbs) sdo diretamente fundidas
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entre si sem quaisquer ligantes peptidicos. Os ligantes peptidicos que ligam diferentes
fracdes de ligacdo (como os sdAbs) podem ser iguais ou diferentes. Diferentes dominios
dos CARs também podem ser fundidos um com o outro atraves de ligantes peptidicos.
[0305] Cada ligante peptidico em um CAR pode ter comprimento e/ou sequéncia iguais
ou diferentes dependendo das caracteristicas estruturais e/ou funcionais dos sdAbs e/ou de
varios dominios. Cada ligante peptidico pode ser selecionado e otimizado de forma
independente. O comprimento, o grau de flexibilidade e/ou outras propriedades do(s)
ligante(s) peptidico(s) utilizado(s) nos CARs podem ter alguma influéncia nas
propriedades, incluindo, mas ndo limitado a afinidade, especificidade ou avidez para um ou
mais antigenos ou epitopos particulares. Por exemplo, os ligantes peptidicos mais longos
podem ser selecionados para garantir que dois dominios adjacentes ndo interfiram
estericamente entre si. Por exemplo, num CAR multivalente ou multiespecifico do presente
pedido que compreende sdAbs dirigidos contra um antigeno multimérico, o comprimento e
a flexibilidade dos ligantes peptidicos sao de preferéncia tais que permitem que cada sdAb
no CAR multivalente se ligue ao determinante antigénico em cada uma das subunidades do
multimero. Em algumas modalidades, um ligante peptidico curto pode estar disposto entre
0 dominio transmembranar e o dominio de sinalizacdo intracelular de um CAR. Em
alguma modalidades, um ligante peptidico compreende residuos flexiveis (tais como
glicina e serina) de modo que os dominios adjacentes sejam livres para se mover em
relacdo um ao outro. Por exemplo, um dupleto de glicina-serina pode ser um ligante
peptidico adequado.

[0306] O ligante peptidico pode ser de qualquer comprimento adequado. Em algumas
modalidades, o ligante peptidico tem pelo menos aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25 30, 35, 40, 50, 75, 100 ou mais aminoacidos
de comprimento. Em algumas modalidades, o ligante peptidico ndo tem mais que qualquer
um de 100, 75, 50, 40, 35, 30, 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7,6, 5 ou
menos aminoacidos de comprimento. Em algumas modalidades, o comprimento do ligante
peptidico e de cerca de 1 amino&cido a cerca de 10 aminoacidos, cerca de 1 aminoacido a
cerca de 20 amino&cidos, cerca de 1 amino&cido a cerca de 30 aminoacidos, cerca de 5
aminoacidos a cerca de 15 aminodcidos, cerca de 10 aminoéacidos a cerca de 25 amino&cidos,
cerca de 5 aminoacidos a cerca de 30 aminoacidos, cerca de 10 aminoacidos a cerca de 30

aminoacidos de comprimento, cerca de 30 aminoacidos a cerca de 50
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aminoé&cidos, cerca de 50 aminoacidos a cerca de 100 aminoacidos, ou cerca de 1 aminoécido
a cerca de 100 aminoécidos.
[0307] O ligante peptidico pode ter uma sequéncia de ocorréncia natural, ou uma sequéncia
de ocorréncia ndo natural. Por exemplo, uma sequéncia derivada da regido de dobradica de
anticorpos de cadeia pesada apenas pode ser utilizada como o ligante. Ver, por exemplo,
W01996/34103. Em algumas modalidades, o ligante peptidico é um ligante flexivel. Os
ligantes flexiveis exemplificativos incluem polimeros de glicina (G)n, polimeros de glicina-
serina (incluindo, por exemplo, (GS)n, (GSGGS)n, (GGGS)n, e (GGGGS)n, onde n é um
numero inteiro de pelo menos um), polimeros de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina
e outros ligantes flexiveis conhecidos na técnica. Em algumas modalidades, o ligante
peptidico compreende a sequéncia de aminoacidos GGGGS (SEQ ID NO:208), (GGGGS):
(SEQ ID NO:209), (GGGS)4 (SEQ ID NO:210), GGGGSGGGGSGGGGGGSGSGGGGS
(SEQ ID NO:211),
GGGGSGGGGSGGGGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:212), (GGGGS)s
(SEQ ID NO:213), (GGGGS)4 (SEQ ID NO:214), ou (GGGGS)3 (SEQ ID NO:215).
Dominio transmembranar
[0308] Os CARs do presente pedido compreendem um dominio transmembranar que pode
ser direta ou indiretamente fundido com o dominio de ligacdo do antigeno extracelular. O
dominio transmembranar pode ser derivado de uma fonte natural ou de uma fonte sintética.
Tal como aqui utilizado, um "dominio transmembranar" refere-se a qualquer estrutura
proteica que seja termodinamicamente estavel numa membrana celular, de preferéncia uma
membrana celular eucaridtica. Os dominios transmembranares compativeis para uso nos
CARs aqui descritos podem ser obtidos a partir de uma proteina natural. Alternativamente,
pode ser um segmento proteico sintético, de ocorréncia ndo natural, por exemplo, um
segmento de proteina hidrofébica que é termodinamicamente estavel em uma membrana
celular.
[0309] Os dominios transmembranares sdo classificados com base na estrutura
tridimensional do dominio transmembranar. Por exemplo, os dominios transmembranares
podem formar uma hélice alfa, um complexo de mais de uma hélice alfa, um barril beta ou
qualquer outra estrutura estavel capaz de abranger a bicamada de fosfolipideos de uma
célula. Além disso, os dominios transmembranares também podem ou ser classificados de

acordo com a topologia do dominio transmembranar, incluindo o nimero de passagens que
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0 dominio transmembranar faz através da membrana e a orientacdo da proteina. Por
exemplo, as proteinas de membrana de passagem Unica atravessam a membrana celular uma
vez, e as proteinas de membrana de passagem mdltipla passam pela membrana celular pelo
menos duas vezes (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou mais vezes). As proteinas da membrana
podem ser definidas como Tipo I, Tipo Il ou Tipo Il dependendo da topologia de seus
terminais e segmento(s) de passagem de membrana relativo ao interior e ao exterior da
célula. As proteinas de membrana de tipo | tém uma Unica regido de expansao da membrana
e estdo orientadas de tal forma que o N-terminal da proteina esta presente no lado
extracelular da bicamada lipidica da célula e o C-terminal da proteina est& presente no lado
citoplasmatico, As proteinas de membrana de tipo Il também possuem uma Unica regido de
expansdo da membrana, mas sdo orientadas de modo que o C-terminal da proteina esteja
presente no lado extracelular da bicamada lipidica da célula e o N-terminal da proteina esteja
presente no lado citoplasmatico. As proteinas de membrana de tipo Il possuem varios
segmentos que abrangem a membrana e podem ser subsequentemente subclassificadas com
base no nimero de segmentos transmembranares e na localizacéo dos terminais N- e C.
[0310] Em algumas modalidades, o dominio transmembranar do CAR descrito aqui é
derivado de uma proteina de membrana de passagem Unica tipo I. Em algumas modalidades,
dominios transmembranares de proteinas de membrana de passagem multipla também
podem ser compativeis para utilizacdo nos CARs aqui descritos. As proteinas de membrana
de passagem multipla podem compreender um complexa de (pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou
mais) hélices alfa ou uma estrutura de folha beta. De preferéncia, o N-terminal e

o C-terminal de uma proteina de membrana de passagem multipla estdo presentes em lados
opostos da bicamada lipidica, por exemplo, 0 N-terminal da proteina esta presente no lado
citoplasmatico da bicamada lipidica e o C-terminal da proteina estd presente no lado
extracelular.

[0311] Em algumas modalidades, o dominio transmembranar do CAR compreende um
dominio transmembranar escolhido a partir do dominio transmembranar de uma cadeia alfa,
beta ou zeta de um receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9,
CD16, CD22,CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, KIRDS2, OX40,
CD2, CD27, LFA-1 (CDI la, CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD40,
BAFFR, HVEM (LIGHTR), SLAMF7, NKp80 (KLRFI), CD160, CD19, IL-
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2R beta, IL-2R gama, IL-7R a, ITGAL, VLAL, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGAG, VLA-
6, CD49f, ITGAD, CDI Id, ITGAE, CD103, ITGAL, CDI la, LFA-1, ITGAM, CDI Ib,
ITGAX, CDl Ic, ITGB1, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2, DNAML1 (CD226),
SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229),
CD160 (BY55), PSGL1, CDIOO (SEMA4D), SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM
(SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR,
PAG/Cbp, NKp44, NKp30, NKp46, NKG2D, e/ou NKG2C. Em algumas modalidades, o
dominio transmembranar é derivado de uma molécula selecionada do grupo que consiste em
CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 e PD1.

[0312] Em algumas modalidades, o dominio transmembranar é derivado de CD28. Em
algumas modalidades, o dominio transmembranar € um dominio transmembranar de CD28
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:194. Em algumas modalidades,
o dominio transmembranar de CD28 é codificado pela sequéncia de &cido nucleico de SEQ
ID NO:203.

[0313] Em algumas modalidades, o dominio transmembranar ¢ derivado de CD8a. Em
algumas modalidades, o dominio transmembranar é um dominio transmembranar de CD8a
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:193. Em algumas modalidades,
o dominio transmembranar de CD8a ¢ codificado pela sequéncia de 4cido nucleico de SEQ
ID NO:202.

[0314] Os dominios transmembranares para uso nos CARs aqui descritos pode também
compreender pelo menos uma porcao de um segmento proteico sintético, de ocorréncia ndo
natural. Em algumas modalidades, o dominio transmembranar é uma hélice alfa sintética, de
ocorréncia ndo natural ou uma folha beta. Em algumas modalidades, o segmento de proteina
é pelo menos aproximadamente 20 aminoacidos, por exemplo, pelo menos 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, ou mais aminoacidos. Exemplos de dominios
transmembranares sintéticos sd@o conhecidos na técnica, por exemplo na Patente US
7.052.906 B1 e Publicagdo PCT WO 2000/032776 A2, cujas divulgages relevantes sdo aqui
incorporadas por referéncia.

[0315] O dominio transmembranar pode compreender uma regido transmembranar € uma
regido citoplasmatica localizada no lado C-terminal do dominio transmembranar. A regido
citoplasmatica do dominio transmembranar pode compreender trés ou mais aminoacidos e,

em algumas modalidades ajuda a orientar o dominio transmembranar na bicamada lipidica.
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Em algumas modalidades, um ou mais residuos de cisteina estdo presentes na regido
transmembranar do dominio transmembranar. Em algumas modalidades, um ou mais
residuos de cisteina estdo presentes na regido citoplasmatica do dominio transmembranar.
Em algumas modalidades, a regido citoplasmatica do dominio transmembranar compreende
aminoacidos carregados positivamente. Em algumas modalidades, a regido citoplasmatica
do dominio transmembranar compreende os aminoacidos arginina, serina e lisina.

[0316] Em algumas modalidades, a regido transmembranar do dominio transmembranar
compreende residuos de aminoacidos hidrofobicos. Nas modalidades preferenciais, o
dominio transmembranar do CAR compreende uma sequéncia artificial hidrofébica. Por
exemplo, um tripleto de fenilalanina, triptofano e valina podem estar presentes no C-
terminal do dominio transmembranar. Em algumas modalidades, a regido transmembranar
compreende principalmente residuos de aminoéacidos hidrofébicos, tais como alanina,
leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptofano ou valina. Em algumas modalidades,
a regido transmembranar ¢ hidrofobica. Em algumas modalidades, a regido transmembranar
compreende uma sequéncia de poli-leucina-alanina. A hidropatia, ou caracteristicas
hidrofébicas ou hidrofilicas de um segmento de proteina ou proteina, podem ser avaliadas
por qualquer método conhecido na técnica, por exemplo, a analise da hidropatia Kyte e
Doolittle

Dominio de sinalizacéo intracelular

[0317] Os CARs do presente pedido compreendem um dominio de sinalizacdo intracelular.
O dominio de sinalizacdo intracelular é responsavel pela ativacdo de pelo menos uma das
funcBes efémeras normais da célula efetora imune expressando os CARs. O termo "funcéo
efetora" refere-se a uma funcéo especializada de uma célula. A funcao efetora de uma célula
T, por exemplo, pode ser atividade citolitica ou atividade auxiliar incluindo a secrecdo de
citocinas. Assim, o termo "dominio de sinalizacdo citoplasmatica" refere-se & porgdo de uma
proteina que transduz o sinal da fung&o efetora e direciona a célula para realizar uma funcéo
especializada. Embora geralmente todo o dominio de sinalizacéo citoplasmatica possa ser
empregado, em muitos casos ndo e necessario usar toda a cadeia. Na medida em que uma
porcao truncada do dominio de sinalizacéo citoplasmatica € usada, tal porcao truncada pode
ser usada no lugar da cadeia intacta, desde que transduza o sinal da fungédo efetora. Por

conseguinte, o termo dominio de sinalizagdo
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citoplasmatica significa que inclui qualquer porcdo truncada do dominio de sinalizacdo
citoplasmatica suficiente para transduzir o sinal da funcéo efetora.

[0318] Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um
dominio de sinalizacdo intracelular primario de uma célula efetora imune. Em algumas
modalidades, 0 CAR compreende um dominio de sinalizacdo intracelular consistindo
essencialmente num dominio de sinalizagdo intracelular primario de uma célula efetor
imune. "Dominio de sinalizacdo intracelular primério" refere-se a sequéncia de sinalizacéo
citoplasmatica que atua de maneira estimulante para induzir fungdes efetoras imunes. Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular priméario contém um motivo de
sinalizag&o conhecido como motivo de ativacdo baseado em tirosina de imunorreceptor ou
ITAM. Um "ITAM", tal como aqui utilizado, € um motivo de proteina conservada que esta
geralmente presente na porcao de cauda de moléculas de sinalizacdo expressas em muitas
células imunes. O motivo pode compreender duas repetices da sequéncia de aminoacidos
YxxL/I separadas por 6-8 aminoéacidos, em que cada x é independentemente qualquer
aminoacido, produzindo o motivo conservado YxxL/Ix (6-8) YxxL/l. ITAMs dentro de
moléculas de sinalizacdo sdo importantes para a transducédo de sinal dentro da célula, que é
mediada pelo menos em parte pela fosforilacdo de residuos de tirosina no ITAM apos a
ativacdo da molécula de sinalizacdo. Os ITAMs também podem funcionar como sitios de
encaixe para outras proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo. Sequéncias de sinalizacdo
citoplasmatica priméria exemplificativas contendo ITAM incluem as derivadas de CD3 T,
FcR gama (FCER1G), FcR beta (Fc Epsilon Rib), CD3 gama, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5,
CD22, CD79a, CD79b e CD66d.

[0319] Em algumas modalidades, o dominio primario de sinalizacdo intracelular é derivado
de CD31 . Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular consiste no
dominio de sinalizagdo citoplasmatica de CD3 . Em algumas modalidades, o dominio de
sinalizac&o intracelular primario € um dominio de sinalizagdo citoplasmatica de CD3I™ de
tipo selvagem. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo intracelular primério de
CD3I" de tipo selvagem compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:197. Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular primario € um mutante
funcional do dominio de sinalizacdo citoplasméatica de CD3 " contendo uma ou mais
mutacdes, como Q65K. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular

primario do CD3I" mutante compreende a sequéncia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:198. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacao
intracelular primario é codificado pela sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:206 ou
207.

Dominio de sinalizagé@o coestimulador

[0320] Muitas células efetoras imunes requerem coestimulacdo, além da estimulagdo de um
sinal especifico do antigeno, para promover a proliferacdo, diferenciacéo e sobrevida celular,
além de ativar funcdes efetoras da célula. Em algumas modalidades, o0 CAR compreende
pelo menos um dominio de sinalizacdo coestimulador. O termo "dominio de sinalizacéo
coestimulador", tal como aqui utilizado, refere-se a pelo menos uma porcéo de uma proteina
que medeia a transducéo de sinal dentro de uma célula para induzir uma resposta imune, tal
como uma funcéo efetora. O dominio de sinalizacdo coestimulador do receptor quimérico
aqui descrito pode ser um dominio de sinalizacao citoplasmatica a partir de uma proteina
coestimuladora, que transduz um sinal e modula respostas mediadas por células imunes, tais
como células T, células NK, macréfagos, neutrofilos ou eosinéfilos. "Dominio de
sinalizacdo coestimulador” pode ser a porcdo citoplasmatica de uma molécula
coestimuladora. O termo "molécula coestimuladora™ refere-se a um parceiro de ligacdo
cognato numa célula imune (tal como célula T) que se liga especificamente com um ligando
coestimulador, mediando assim uma resposta coestimuladora pela célula imune, tal como,
mas ndo limitado a, proliferacdo e sobrevida.

[0321] Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um
Unico dominio de sinalizacdo coestimulador. Em algumas modalidades, o dominio de
sinalizacdo intracelular compreende dois ou mais dominios de sinalizagdo coestimuladores
(como, por exemplo, qualquer um de 2, 3, 4 ou mais). Em algumas modalidades, o dominio
de sinalizacdo intracelular compreende dois ou mais dos mesmos dominios de sinalizacédo
coestimuladores, por exemplo, duas copias do dominio de sinalizacdo coestimulador de
CD28. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacéao intracelular compreende dois ou
mais dominios de sinalizagdo coestimuladores de diferentes proteinas coestimuladoras, tais
como quaisquer duas ou mais proteinas coestimuladoras aqui descritas. Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizac&o intracelular compreende um dominio de sinalizacéo
intracelular priméario (como o dominio de sinalizagdo citoplasmatica de CD37 ) e um ou
mais dominios de sinalizagcdo coestimuladores. Em algumas modalidades, 0 um ou mais

dominios de sinaliza¢do coestimuladores e o dominio
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de sinalizagdo intracelular primério (tal como dominio de sinalizacéo citoplasmatico de CD3
[ ) séo fundidos entre si através de ligantes peptidicos opcionais. O dominio de sinalizacéo
intracelular primario, e um ou mais dominios de sinalizacdo coestimuladores podem ser
organizados em qualquer ordem adequada. Em algumas modalidades, um ou mais dominios
de sinalizacdo coestimuladores estdo localizados entre o dominio transmembranar e o
dominio de sinalizacéo intracelular primario (como o dominio de sinalizag&o citoplasmatica
de CD3r" ). Mdltiplos dominios de sinalizacdo coestimuladores podem proporcionar efeitos
estimuladores aditivos ou sinérgicos.

[0322] A ativacdo de um dominio de sinalizacdo coestimulador em uma célula
hospedeira (por exemplo, uma célula imune) pode induzir a célula a aumentar ou diminuir a
producdo e secrecdo de citocinas, propriedades fagociticas, proliferacdo, diferenciacdo,
sobrevida e/ou citotoxicidade. O dominio de sinalizagdo coestimulador de qualquer molécula
coestimuladora pode ser compativel para uso nos CARs aqui descritos. O(s) tipo(s) de
dominio de sinalizacdo coestimulador é selecionado com base em fatores como o tipo de
células efetoras imunes em que as moléculas efetoras seriam expressas (por exemplo, células
T, células NK, macrofagos, neutréfilos ou eosinéfilos) e a funcdo efetora imune desejada
(por exemplo, efeito ADCC). Exemplos de dominios de sinalizacdo coestimuladores para
uso nos CARs podem ser o dominio de sinalizacdo citoplasmatica de proteinas
coestimuladores, incluindo, sem limitacdo, membros da familia B7/CD28 (por exemplo, B7-
1/CD80, B7-2/CD86, B7-H1/PD-L1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-H6, B7-H7,
BTLA/CD272, CD28, CTLA-4, Gi24/VISTA/B7-H5, ICOS/CD278, PD- 1, PD-L2/B7-
DC, e PDCD6); membros da superfamilia do TNF (por exemplo,4- 1BB/TNFSF9/CD137,
4-1BB Ligando/TNFSF9, BAFF/BLYS/TNFSF13B, BAFF  R/TNFRSF13C,
CD27/TNFRSF7, CD27 Ligando/TNFSF7, CD30/TNFRSF8, CD30 Ligando/TNFSF8,
CD40/TNFRSF5, CD40/TNFSF5, CD40  Ligando/TNFSF5, DR3/TNFRSF25,
GITR/TNFRSF18, GITR Ligando/TNFSF18, HVEM/TNFRSF14, LIGHT/TNFSF14,
Linfotoxina-alfa/TNF-beta, OX40/TNFRSF4, 0OX40 Ligando/TNFSF4,
RELT/TNFRSF19L, TACI/TNFRSF13B, TL1A/TNFSF15, TNF-alfa, e TNF
RIVTNFRSF1B); membros da familia SLAM (por exemplo, 2B4/CD244/SLAMF4,
BLAME/SLAMF8, CD2, CD2F-10/SLAMF9, CD48/SLAMF2, CD58/LFA-3,
CD84/SLAMFS5, CD229/SLAMF3, CRACC/SLAMF7, NTB-A/SLAMFG, e
SLAM/CD150); e quaisquer outras moléculas coestimuladoras, como CD2, CD7, CD53,
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CD82/Kai-1, CD90/Thyl, CD96, CD160, CD200, CD300a/LMIR1, HLA Classe I, HLA-
DR, Ikaros, Integrina alfa 4/CD49d, Integrina alfa 4 beta 1, Integrina alfa 4 beta 7/LPAM-
1, LAG-3, TCL1A, TCL1B, CRTAM, DAP12, Dectina-1/CLEC7A, DPPIV/CD26,
EphB6, TIM-1/KIM-1/HAVCR, TIM-4, TSLP, TSLP R, antigeno-1 associado a fungéo de
linfécitos (LFA-1), e NKG2C.

[0323] Em algumas modalidades, o um ou mais dominios de sinalizagdo coestimuladores
séo selecionados do grupo que consiste em CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, CD3,
antigeno 1 associado a fungédo de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LUZ, NKG2C, B7- H3 e
ligandos que se ligam especialmente ao CD83.

[0324] Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular no CAR do presente
pedido compreende um dominio de sinalizacdo coestimulador derivado de CD28. Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um dominio de
sinalizacdo citoplasmatica de CD3 1" e um dominio de sinalizacdo coestimulador de CD28.
Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacao intracelular compreende um dominio de
sinalizacdo coestimulador de CD28 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:195. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo coestimulador de CD28 é
codificado pela sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:204. [0325] Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular no CAR do presente pedido compreende
um dominio de sinaliza¢&o coestimulador derivado de CD137 (i. e., 4-1BB). Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um dominio de sinalizacao
citoplasmaticade CD31™ e um dominio de sinalizacdo coestimulador de CD137. Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um dominio de sinalizacao
coestimulador de CD137 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:196.
Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo coestimulador de CD137 é codificado
pela sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:205.

[0326] Em algumas modalidades, o dominio de sinalizac&o intracelular no CAR do presente
pedido compreende um dominio de sinalizagdo coestimulador de CD28 e um dominio de
sinalizacdo coestimulador de CD137. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo
intracelular compreende um dominio de sinalizacéo citoplasmatica de CD3 17 um dominio
de sinalizacdo coestimulador de CD28 e um dominio de sinalizacdo coestimulador de

CD137. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo intracelular
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compreende um polipeptideo compreendendo do N-terminal ao C-terminal: um dominio de
sinalizagd@o coestimulador de CD28, um dominio de sinalizacao coestimulador de CD137 e
um dominio de sinalizacdo citoplasmatica de CD31 . Em algumas modalidades, o0 dominio
de sinalizagdo coestimulador de CD28 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:195. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo coestimulador de CD137
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:196.

[0327] Também dentro do ambito da presente divulgacdo estdo variantes de qualquer dos
dominios de sinalizacdo coestimuladores aqui descritos, de modo que o dominio de
sinalizacdo coestimulador seja capaz de modular a resposta imune da célula imune. Em
algumas modalidades, os dominios de sinalizacdo coestimuladores compreendem até 10
variacdes de residuos de aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou 8) em compara¢do com
uma contraparte do tipo selvagem. Tais dominios de sinalizagdo coestimuladores
compreendendo uma ou mais variacdes de aminoacidos podem ser referidos como variantes.
A mutacdo de residuos de aminoacidos do dominio de sinalizacdo coestimulador pode
resultar em um aumento na transducao de sinalizacao e estimulacdo reforcada de respostas
imunes em relacdo aos dominios de sinalizagdo coestimuladores que ndo compreendem a
mutacdo. A mutacdo de residuos de aminoacidos do dominio de sinalizagdo coestimulador
pode resultar em uma diminuicdo na transducdo de sinalizacdo e estimulacdo reduzida de
respostas imunes em relacdo aos dominios de sinalizacdo coestimuladores que néo
compreendem a mutacao.

Regido de dobradica

[0328] Os CARs do presente pedido podem compreender um dominio de dobradica que
estd localizado entre o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular e o dominio
transmembranar. Um dominio de dobradica € um segmento de aminoacido que é geralmente
encontrado entre dois dominios de uma proteina e pode permitir a flexibilidade da proteina
e 0 movimento de um ou ambos os dominios um em relagdo ao outro. E possivel usar
qualquer sequéncia de aminoacidos que fornega tal flexibilidade e movimento do dominio
de ligacdo ao antigeno extracelular em relacdo ao dominio transmembranar da molécula
efetora.

[0329] O dominio de dobradica pode conter cerca de 10-100 aminoacidos, por exemplo,
cerca de qualquer um de 15-75 aminoacidos, 20-50 aminoacidos ou 30-60 aminoacidos. Em

algumas modalidades, o dominio de dobradica pode ter pelo menos cerca de qualquer
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um de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ou 75 aminoacidos de comprimento.

[0330] Em algumas modalidades, o dominio de dobradica € um dominio de dobradica de
uma proteina natural. Os dominios de dobradica de qualquer proteina conhecida na técnica
por compreender um dominio de dobradica sdo compativeis para utilizagdo nos receptores
quiméricos aqui descritos. Em algumas modalidades, o dominio de dobradica é pelo menos
uma porcao de um dominio de dobradica de uma proteina natural e confere flexibilidade ao
receptor quimérico. Em algumas modalidades, o dominio de dobradica é derivado do CD8a.
Em algumas modalidades, o dominio de dobradi¢ca é uma por¢éo do dominio de dobradica
de CD8a, por exemplo, um fragmento contendo pelo menos 15 (por exemplo, 20, 25, 30, 35
ou 40) aminoacidos consecutivos do dominio de dobradica de CD8a. Em algumas
modalidades, o dominio de dobradica de CD8a compreende a sequéncia de aminoécidos de
SEQ ID NO:192. Em algumas modalidades, o dominio de dobradica de CD8a ¢ codificado
pela sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:201.

[0331] Os dominios de dobradica de anticorpos, tais como anticorpos IgG, IgA, IgM,
IgE ou IgD, também sdo compativeis para utilizacdo nos sistemas de receptor quiméricos
dependentes do pH aqui descritos. Em algumas modalidades, 0 dominio de dobradica é o
dominio de dobradica que une os dominios constantes CH1 e CH2 de um anticorpo. Em
algumas modalidades, o dominio de dobradica € de um anticorpo e compreende o dominio
de dobradica do anticorpo e uma ou mais regifes constantes do anticorpo. Em algumas
modalidades, o dominio de dobradica compreende o dominio de dobradiga de um anticorpo
e aregido constante de CH3 do anticorpo. Em algumas modalidades, o dominio da dobradica
compreende o dominio de dobradica de um anticorpo e as regides constantes CH2 e CH3 do
anticorpo. Em algumas modalidades, o anticorpo é um anticorpo IgG, IgA, IgM, IgE ou IgD.
Em algumas modalidades, o anticorpo é um anticorpo IgG. Em algumas modalidades, o
anticorpo é um anticorpo IgG1, 1gG2, 1gG3 ou 1gG4. Em algumas modalidades, a regido de
dobradica compreende a regido de dobradica e as regides constantes de CH2 e CH3 de um
anticorpo 1gG1. Em algumas modalidades, a regido de dobradica compreende a regido de
dobradica e a regido constante de CH3 de um anticorpo 1gG1.

[0332] Os peptideos ndo naturais podem também ser utilizados como dominios de dobradica

para 0s receptores quiméricos aqui descritos. Em algumas modalidades, o
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dominio de dobradica entre o C-terminal do dominio de ligacdo do ligando extracelular de
um receptor Fc e o N-terminal do dominio transmembranar é um ligante peptidico, tal como
um ligante (GxS) n, em que X e n, independentemente podem ser um ndmero inteiro entre 3
e 12, incluindo 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ou mais.

Peptideo de sinal

[0333] Os CARs do presente pedido podem compreender um peptideo de sinal (também
conhecido como uma sequéncia de sinal) no N-terminal do polipeptideo. Em geral, os
peptideos de sinal sdo sequéncias peptidicas que direcionam um polipeptideo para o local
desejado numa célula. Em algumas modalidades, o peptideo sinal direciona a molécula
efetora para o caminho secretor da célula e permitira a integracéo e a ancoragem da molécula
efetora na bicamada lipidica. Os peptideos sinal incluindo sequéncias sinal de proteinas de
ocorréncia natural ou sequéncias sinal sintéticas de ocorréncia ndo natural, que sdo
compativeis para uso nos CARs aqui descritos serdo evidentes para um versado na técnica.
Em algumas modalidades, o peptieo sinal “e derivado de uma molécula selecionada do grupo
que consiste em CDS8a, receptor GM-CSFa, e cadeia pesada de IgGl. Em algumas
modalidades, o peptideo de sinal é derivado de CD8a. Em algumas modalidades, o peptideo
de sinal de CD8a compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:191. Em algumas
modalidades, o peptideo de sinal de CD8a. ¢ codificado pela sequéncia de acido nucleico de
SEQ ID NO:199 ou 200.

IV. Células efetoras imunes engenheiradas

[0334] Além disso, sdo proporcionadas no presente pedido células hospedeiras (tais
como células efetoras imunes) compreendendo qualquer um dos CARSs aqui descritos.
[0335] Assim, em algumas modalidades, € proporcionada uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente compreendendo
um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA que se liga especificamente a
um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fragdo de ligacdo ao BMCA que se liga
especificamente a um segundo epitopo de BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e (c)
um dominio de sinalizacéo intracelular, em que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sado
diferentes.

[0336] Em algumas modalidades, € proporcionada uma célula efetora imune

engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente compreendendo
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um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo um primeiro sdAb anti-BCMA que se liga especificamente a um primeiro
epitopo de BCMA, e um segundo sdAb anti-BMCA que se liga especificamente a um
segundo epitopo de BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizacdo intracelular, em que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes. Em
algumas modalidades, o primeiro sdAb anti-BCMA e/ou o segundo sdAb anti-BCMA ¢ de
camelideo, quimérico, humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o primeiro anti-
BCMA e o segundo anti-BCMA sdo fundidos um com o outro via uma ligagdo peptidica ou
um ligante peptidico. Em algumas modalidades, o ligante peptidico ndo tem mais que cerca
de 50 (tal como ndo mais que qualquer um de 35, 25, 20, 15, 10 ou 5) aminoacidos de
comprimento. Em algumas modalidades, o dominio transmembranar € selecionado do grupo
que consiste em CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 ¢ PD1. Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um dominio de sinalizacao
intracelular primario de uma célula efetora imune (tal como célula T). Em algumas
modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular priméario é derivado de CD3T1 . Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizagdo intracelular primério compreende um
dominio de sinalizagdo coestimulador. Em algumas modalidades, o dominio de sinalizacdo
coestimulador é derivado de uma molécula coestimuladora selecionada do grupo que
consiste em CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS, CD2, CD7,
LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 e combinacbes dos mesmos. Em algumas
modalidades, o CAR multivalente também compreende um dominio de dobradica (tal como
um dominio de dobradica CD8a) localizado entre o C-terminal do dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar. Em algumas modalidades,
0 CAR multivalente compreende ainda um peptideo de sinal (tal como um peptideo de sinal
CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo. Em algumas modalidades, o polipeptideo
compreende do N-terminal ao C-terminal: um peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligacéo
ao antigeno extracelular, um dominio de dobradica CD8a, um dominio transmembranar
CD8a, um dominio de sinalizacdo coestimulador derivado de CD137 e um dominio de
sinalizacéo intracelular primario derivado de CD3[ . Em algumas modalidades, a célula
efetora imune engenheirada € uma célula T, uma célula NK, uma célula mononuclear de
sangue periférico (PBMC), uma célula-tronco hematopoiética, uma célula-tronco

pluripotente ou uma célula-tronco embrionaria. Em
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algumas modalidades, a célula efetora imune engenheirada é autéloga. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune engenheirada € alogénica.

[0337] Em algumas modalidades, €& proporcionada uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR BCMA compreendendo um
polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo um sdAb anti-BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e (¢) um dominio
de sinalizagdo intracelular, em que o sdAb anti-BCMA compreende qualquer um dos
seguintes:(1) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:1;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:39; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:77; (2) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:2; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:40; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:78; (3) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:3; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:41; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:79; (4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:4; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:42; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:80; (5) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:5; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:43; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:81; (6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:6; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:44; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:82; (7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:7; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:45; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:83; (8) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:8; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:46; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:84; (9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:9; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:47; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:85; (10) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:10;
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uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:48; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:86; (11) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:11; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:49; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:87; (12) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:12; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:50; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:88; (13) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:13;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:51; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:89; (14) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:14; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:52; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:90; (15) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:15; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:53; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:91; (16) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:16;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:54; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:92; (17) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:17; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:55; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:93; (18) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:18; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:56; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:94; (19) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:19;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:57; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:95; (20) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:20; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:58; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:96; (21) uma CDR1
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compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:21; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:59; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:97; (22) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:22; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:60; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:98; (23) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:23;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:61; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:99; (24) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:24; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:62; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:100; (25) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:25; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:63; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:101; (26) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:26;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:64; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:102; (27) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:27; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:65; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:103; (28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:28; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:66; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:104; (29) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:29;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:67; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:105; (30) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:30; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:68; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:106; (31) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:31; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:69; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:107; (32) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:32; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:70; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:108; (33) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:33; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:71; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:109; (34) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:34;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:72; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:110; (35) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:35; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:73; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:111; (36) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:36; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:74; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:112; (37) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:37,;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:75; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:113; or (38) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:38; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:76; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:114. Em algumas modalidade, o dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular compreende pelo menos dois sdAbs anti- BCMA. Em algumas
modalidades, o sdAb anti-BCMA é de camelideo, quimérico, humano ou humanizado. Em
algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA compreende um dominio VuH compreendendo
uma sequéncia de aminoéacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:115-152.
Em algumas modalidades, o dominio de sinalizac¢do intracelular compreende um dominio de
sinalizacdo intracelular priméario de uma célula efetora imune (tal como célula T). Em
algumas modalidades, o dominio de sinalizacéo intracelular primério é derivado de CD31" .
Em algumas modalidades, o dominio de sinalizagéo intracelular primario compreende um
dominio de sinalizacdo coestimulador. Em algumas modalidades, o dominio de

sinalizacdo coestimulador é derivado de uma
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molécula coestimuladora selecionada do grupo que consiste em CD27, CD28, CD137,
0OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos
de CD83 e combinagdes dos mesmos. Em algumas modalidades, 0 CAR BCMA também
compreende um dominio de dobradiga (tal como um dominio de dobradiga CD8a) localizado
entre o C-terminal do dominio de ligacao ao antigeno extracelular e o N- terminal do dominio
transmembranar. Em algumas modalidades, 0 CAR BCMA compreende ainda um peptideo
de sinal (tal como um peptideo de sinal CD8a) localizado no N-terminal do polipeptideo.
Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-terminal : um
peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligagdo ao antigeno extracelular, um dominio de
dobradi¢a CD8a, um dominio transmembranar CD28, um primeiro dominio de sinalizacdo
coestimulador derivado de CD28, um segundo dominio de sinalizagdo coestimulador
derivado de CD137 e um dominio de sinalizacdo intracelular primario derivado de CD31 .
Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende do N- terminal ao C-terminal: um
peptideo de sinal CD8a, o dominio de ligagdo ao antigeno extracelular, um dominio de
dobradica CDS8a, um dominio transmembranar CD8c, um dominio de sinalizacdo
coestimulador derivado de CD137 e um dominio de sinaliza¢do intracelular primério
derivado de CD37 . Em algumas modalidades, o CAR BCMA compreende uma sequéncia
de aminodcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:216-256, 298-335. Em
algumas modalidades, a célula efetora imune engenheirada € uma célula T, uma célula NK,
uma célula mononuclear de sangue periférico (PBMC), uma célula-tronco hematopoiética,
uma célula-tronco pluripotente ou uma célula-tronco embrionaria. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune engenheirada é autéloga. Em algumas modalidades, a
celula efetora imune engenheirada é alogénica.

[0338] Também séo proporcionadas células efetoras imunes engenheiradas compreendendo
(ou expressando) dois ou mais CARs diferentes. Qualquer dois ou mais CARs aqui descritos
podem ser expressos em combinacdo. Os CARs podem direcionar diferentes antigenos,
proporcionando assim efeitos sinérgicos ou aditivos. Como os anticorpos de dominio Unico
nos dominios de ligacdo ao antigeno extracelular dos CARs possuem apenas cadeias
variaveis de antigeno Unico (como cadeias pesadas), essas células que expressam CAR ndo
apresentam problemas de pareamento errado de cadeia variavel, como visto em células
efetoras imunes engenheiradas coexpressando dois ou mais CARs baseados em  scFv.

Células efetoras imunes engenheiradas exemplificativas que
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coexpressam dois CARs baseados em VHH estdo ilustradas na FIG. 15E. Um versado na
técnica reconheceria que CARs baseados outros sdAbs ou que possuam outras estruturas,
como aqui descritos, podem também ser coexpressados nas células efetoras imunes
engenheiradas. Os dois ou mais CARs podem ser codificados no mesmo vetor ou vetores
diferentes.

[0339] A célula efetora imune engenheirada pode ainda expressar uma ou mais proteinas
terapéuticas e/ou imunomoduladoras, tais como inibidores do ponto de controle imune. Ver,
por exemplo, o0s Pedidos de Patente InternacionalPCT/CN2016/073489 e
PCT/CN2016/087855, que sdo aqui incorporados por referéncia na sua totalidade.

Vetores

[0340] O presente pedido proporciona vetores para clonar e expressar qualquer um dos
CARs aqui descritos. Em algumas modalidades, o vetor é adequado para replicacdo e
integracdo em células eucarioticas, como células de mamifero. Em algumas modalidades, o
vetor é um vetor viral. Exemplos de vetores virais incluem, mas ndo estdo limitados a,
vetores adenovirais, vetores de virus adeno-associados, vetor lentiviral, vetores retrovirais,
vetor de vaccinia, vetor viral de herpes simplex e derivados dos mesmos. A tecnologia do
vetor viral € bem conhecida na técnica e é descrita, por exemplo, em Sambrook et al. (2001,
Molecular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York), e
em outros manuais de virologia e biologia molecular.

[0341] Foram desenvolvidos varios sistemas baseados em virus para transferéncia de genes
em células de mamiferos. Por exemplo, os retrovirus proporcionam uma plataforma
conveniente para sistemas de distribuicdo de genes. O acido nucleico heterélogo pode ser
inserido num vetor e empacotado em particulas retrovirais utilizando técnicas conhecidas na
técnica. O virus recombinante pode entdo ser isolado e distribuido a célula de mamifero
engenheirada in vitro ou ex vivo. Uma série de sistemas retrovirais sdo conhecidos na
técnica. Em algumas modalidades, séo utilizados vetores de adenovirus. Uma série de
vetores de adenovirus sdo conhecidos na técnica. Em algumas modalidades, sdo utilizados
vetores de lentivirus. Em algumas modalidades, sdo utilizados vetores lentivirais
autoinativadores. Por exemplo, os vetores lentivirais autoinativadores que transportam a
sequéncia de codificacdo do imunomodulador (tal como o inibidor do ponto de controle
imunologico) e/ou vetores lentivirais autoinativadores que transportam CARs podem ser

empacotados com protocolos conhecidos na técnica. Os vetores lentivirais resultantes
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podem ser utilizados para transduzir uma célula de mamifero (tal como células T humanas
primarias) utilizando métodos conhecidos na técnica. Os vetores derivados de retrovirus,
como os lentivirus, sdo ferramentas adequadas para obter uma transferéncia genética de
longo prazo, porque permitem a integracdo estavel de longo prazo de um transgene e sua
propagacdo em células progénicas. Os vetores lentivirais também possuem pouca
imunogenicidade e podem transduzir células ndo proliferantes.

[0342] Em algumas modalidades, o vetor ¢ um vetor ndo viral. Em algumas
modalidades, o vetor é um transposon, tal como um sistema de transposon de Sleeping
Beauty (SB), ou um sistema de transposon PiggyBac. Em algumas modalidades, o vetor €
um vetor ndo viral baseado em polimero, incluindo, por exemplo, poli(acido latico-
coglicélico) (PLGA) e acido poli latico (PLA), poli(etileno imina) (PEI) e dendrimeros. Em
algumas modalidades, o vetor é um vetor ndo viral baseado em lipideos cati6nicos, tal como
lipossoma catidnico, nanoemulsdo lipidica e nanoparticula lipidica sélida (SLN). Em
algumas modalidades, o vetor € um vetor ndo viral de gene baseado em peptideo, tal como
poli-L-lisina. Qualquer um dos vetores ndo virais conhecidos adequados para a edi¢do do
genoma pode ser utilizado para introduzir os acidos nucleicos que codificam CAR nas
células efetoras imunes engenheiradas. Ver, por exemplo, Yin H. etal. Nature Rev. Genetics
(2014) 15:521-555; Aronovich EL et al. “The Sleeping Beauty transposon system: a non-
viral vector for gene therapy.” Hum. Mol. Genet. (2011) R1:R14-20; e Zhao

S. etal. “PiggyBac transposon vectors: the tools of the human gene editing.” Transl. Lung
Cancer Res. (2016) 5(1):120-125, que séo aqui incorporados por referéncia. Em algumas
modalidades, qualquer um ou mais dos &cidos nucleicos que codificam um CAR é
introduzido nas células efetoras imunes engenheiradas por um método fisico, incluindo, mas
ndo limitado a eletroporacado, sonoporacdo, fotoporacao, magnetofeccdo, hidroporacéo.
[0343] Em algumas modalidades, o vetor compreende qualquer um dos &cidos nucleicos
que codificam um CAR descrito aqui. O acido nucleico pode ser clonado no vetor utilizando
quaisquer métodos de clonagem molecular conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo,
utilizar sitios de endonuclease de restricdo e um ou mais marcadores seleciondveis. Em
algumas modalidades, o acido nucleico esta operacionalmente ligado a um promotor. As
variedades de promotores foram exploradas para a expressdo de genes em células de

mamiferos e qualquer dos promotores conhecidos na técnica pode ser
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utilizado na presente invencdo. Os promotores podem ser categorizados como promotores
constitutivos ou promotores regulados, como promotores indutiveis.

[0344] Em algumas modalidades, o acido nucleico que codificao CAR é operacionalmente
ligado a um promotor constitutivo. Os promotores constitutivos permitem que 0s genes
heter6logos (também referidos como transgenes) sejam expressos constitutivamente nas
células hospedeiras. Os promotores constitutivos exemplificativos aqui contemplados
incluem, mas ndo estdo limitados a, promotores de citomegalovirus (CMV), fatores de
alongamento humano-lalfa (hEFla), promotor de ubiquitina C (UbiC), promotor de
fosfoglicerinase (PGK), promotor precoce de virus simiano 40 (SV40) e promotor de [3-
Actina de frango juntamente com o potenciador precoce de CMV (CAGG). As eficiéncias
de tais promotores constitutivos sobre a conducdo da expressdo do transgene foram
amplamente comparadas em um grande namero de estudos. Por exemplo, Michael

C. Milone et al compararam as eficiéncias de CMV, hEF1a, UbiC e PGK para impulsionar
a expressdo de CAR em células T priméarias humanas e concluiram que o promotor de
HEF1a nao s6 induziu o maior nivel de expressao do transgene, mas também foi mantido de
forma otimizada nas células T humanas CD4 e CD8 (Molecular Therapy, 17(8):1453-1464
(2009)). Em algumas modalidades, o acido nucleico que codifica 0 CAR é operacionalmente
ligado a um promotor hEF1a.

[0345] Em algumas modalidades, o acido nucleico que codifica o CAR é operacionalmente
ligado a um promotor induzivel. Os promotores induziveis pertencem a categoria de
promotores regulados. O promotor induzivel pode ser induzido por uma ou mais condicdes,
como uma condig&o fisica, microambiente da celula efetora imune engenheirada ou o estado
fisiologico da célula efetora imune engenheirada, um indutor (i. e., um agente indutor), ou
uma combinacdo dos mesmos. Em algumas modalidades, a condicdo de inducdo ndo induz
a expressdo de genes enddgenos na célula de mamifero engenheirada e/ou no sujeito que
recebe a composicdo farmacéutica. Em algumas modalidades, a condicdo de inducéo é
selecionada do grupo que consiste em: indutor, irradiacdo (como radiacdo ionizante, luz),
temperatura (como calor), estado redox, ambiente tumoral e o estado de ativacdo da célula
de mamifero engenheirada.

[0346] Em algumas modalidades, o vetor também contém um gene marcador selecionavel
ou um gene repdrter para selecionar células que expressam o CAR a partir da populacéo de

células hospedeiras transfectadas através de vetores lentivirais. Ambos 0s
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marcadores seleciondveis e 0s genes repOrter podem ser encadernados por sequéncias
reguladoras adequadas para permitir a expressdo nas células hospedeiras. Por exemplo, o
vetor pode conter terminadores de transcricdo e traducdo, sequéncias de iniciacdo e
promotores Uteis para a regulacdo da expressao das sequéncias de &cido nucleico.

[0347] Em algumas modalidades, o vetor compreende mais do que um &cido nucleico que
codifica CARs. Em algumas modalidades, o vetor compreende um acido nucleico
compreendendo uma primeira sequéncia de acido nucleico que codifica um primeiro CAR e
uma segunda sequéncia de acido nucleico que codifica um segundo CAR, em que 0 primeiro
acido nucleico estd operacionalmente ligado ao segundo &cido nucleico através de uma
terceira sequéncia de acido nucleico codificando um peptideo autoclivante. Em algumas
modalidades, o peptideo autoclivante é selecionado do grupo que consiste em T2A, P2A e
F2A. Em algumas modalidades, o peptideo T2A tem uma sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:385.

Células efetoras imunes

[0348] "Células efetoras imunes" sdo células imunes que podem desempenhar funcgdes
efetoras imunes. Em algumas modalidades, as células efetoras imunes expressam pelo
menos FcyRIIl e desempenham a fungdo efetora ADCC. Exemplos de células efetoras
imunes que medeiam ADCC incluem células mononucleares de sangue periférico (PBMC),
células assassinas naturais (NK), mondcitos, células T citotdxicas, neutréfilos e eosinofilos.
[0349] Em algumas modalidades, as células efetoras imunes sdo células T. Em algumas
modalidades, as células T sdo CD4+/CD8-, CD4-/CD8+, CD4+/CD8+, CD4-/CD8-, ou
combinag6es dos mesmos. Em algumas modalidades, as células T produzem IL-2, TFN, e/ou
TNF ao expressar 0 CAR e a ligacédo as células alvo, tais como células tumorais CD20+ ou
CD19+. Em algumas modalidades, as células T CD8+ lisam as células alvo especificas do
antigeno ao expressar 0 CAR e a ligacdo as células alvo.

[0350] Em algumas modalidades, as células efetoras imunes sdo células NK. Em outras
modalidades, as células efetoras imunes podem ser estabelecidas linhagens celulares, por
exemplo, células NK-92.

[0351] Em algumas modalidades, as células efetoras imunes sdo diferenciadas de uma
célula-tronco, como uma célula-tronco hematopoiética, uma célula-tronco pluripotente, uma

iPS ou uma célula-tronco embrionaria.
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[0352] As células efetoras imunes engenheiradas sdo preparadas pela introducdo dos CARS
nas células efetoras imunes, como células T. Em algumas modalidades, o0 CAR € introduzido
nas células efetoras imunes através da transfeccdo de qualquer um dos acidos nucleicos
isolados ou qualquer um dos vetores descritos na Segédo Ill. Em algumas modalidades, o
CAR ¢ introduzido nas células efetoras imunes inserindo proteinas na membrana celular ao
passar células através de um sistema microfluidico, como CELL SQUEEZE® (ver, por
exemplo, Publicacdo de Pedido de Patente US 20140287509).

[0353] Os métodos de introducao de vetores ou acidos nucleicos isolados numa célula de
mamifero sdo conhecidos na técnica. Os vetores descritos podem ser transferidos para uma
célula efectora imune por métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos.

[0354] Os métodos fisicos para a introducdo do vetor em uma célula efetora imune incluem
precipitacdo de fosfato de célcio, lipofeccdo, bombardeamento de particulas, microinjecao,
eletroporacdo e semelhantes. Os métodos para produzir células compreendendo vetores e/ou
acidos nucleicos exdgenos sao bem conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, Sambrook et
al. (2001) Molecular Cloning:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York. Em algumas modalidades, o vetor é introduzido na célula por eletroporacéo.

[0355] Os métodos bioldgicos para a introducdo do vetor em uma célula efetora imune
incluem o uso de vetores de DNA e RNA. Os vetores virais se tornaram 0 método mais
utilizado para inserir genes em mamiferos, por exemplo, células humanas.

[0356] Os meios quimicos para a introducdo do vetor numa célula efetora imune incluem
sistemas de dispersdao coloidal, tais como complexos de macromoléculas, nanocapsulas,
microesferas, granulos e sistemas a base de lipideos, incluindo emulsdes 6leo-em-agua,
micelas, micelas misturadas e lipossomas. Um sistema coloidal exemplificativo para uso
como veiculo de distribuicdo in vitro é um lipossoma (por exemplo, uma vesicula de
membrana artificial).

[0357] Em algumas modalidades, as moléculas de RNA que codificam qualquer dos CARs
aqui descritos podem ser preparadas por um método convencional (por exemplo, transcri¢do
in vitro) e depois introduzidos nas células efetoras imunes através de métodos conhecidos,
tais como eletroporacdo de mRNA. Ver, por exemplo, Rabinovich et al., Human Gene
Therapy 17:1027-1035.
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[0358] Em algumas modalidades, a célula efetora imune transduzida ou transfectada €
propagada ex vivo apos a introducdo do vetor ou acido nucleico isolado. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune transduzida ou transfectada é cultivada para se propagar
por pelo menos cerca de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 10 dias, 12 dias ou
14 dias. Em algumas modalidades, a célula efetora imune transduzida ou transfectada € ainda
avaliada ou selecionada para selecionar a célula de mamifero engenheirada.

[0359] Os genes reporter podem ser usados para identificar células potencialmente
transfectadas e para avaliar a funcionalidade das sequéncias reguladoras. Em geral, um gene
reporter € um gene que ndo estd presente ou expresso pelo organismo ou tecido receptor e
que codifica um polipeptideo cuja expressdo é manifestada por alguma propriedade
facilmente detectavel, por exemplo, atividade enzimatica. A expressdo do gene reporter é
ensaiada em um momento adequado apds o DNA ter sido introduzido nas células receptoras.
Os genes reporter adequados podem incluir genes que codificam luciferase, beta-
galactosidase, cloranfenicol acetil-transferase, fosfatase alcalina segregada ou o gene da
proteina fluorescente verde (por exemplo, Ui-Tei et al. FEBS Letters 479:79-82 (2000)). Os
sistemas de expressdo adequados sdo bem conhecidos e podem ser preparados utilizando
técnicas conhecidas ou obtidos comercialmente.

[0360] Outros métodos para confirmar a presenca do acido nucleico que codifica os CARs
na célula efetora imune engenheirada, incluem, por exemplo, ensaios bioldgicos moleculares
bem conhecidos dos versados na técnica, tais como transferéncias Southern e Northern, RT-
PCR e PCR; ensaios bioguimicos, tais como a detec¢do da presenca ou auséncia de um
peptideo particular, por exemplo, por métodos imunolégicos (como ELISA e Western blots).
1. Fontes de Células T

[0361] Antes da expansdo e modificacdo genética das células T, uma fonte de células T é
obtida de um individuo. As células T podem ser obtidas a partir de varias fontes, incluindo
células mononucleares de sangue periférico, medula 0ssea, tecido linfonodal, sangue do
cordd@o umbilical, tecido timo, tecido de um sitio de infeccéo, ascite, derrame pleural, tecido
do baco e tumores. Em algumas modalidades, pode ser utilizado qualquer nimero de
linhagens celulares T disponiveis na técnica. Em algumas modalidades, as células T podem

ser obtidas a partir de uma unidade de sangue recolhida a partir de um sujeito
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utilizando qualquer nimero de técnicas conhecidas pelos versados, tais como a separagao
de FICOLL™, Em algumas modalidades, as células do sangue circulante de um individuo
sdo obtidas por aférese. O produto de aférese contéem tipicamente linfocitos, incluindo
células T, mondcitos, granulécitos, células B, outros glébulos brancos nucleados, globulos
vermelhos e plaquetas. Em algumas modalidades, as células recolhidas por aférese podem
ser lavadas para remover a fracdo de plasma e para colocar as células num tampéo ou meio
apropriado para etapas de processamento subsequentes. Em algumas modalidades, as
celulas sdo lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). Em algumas
modalidades, a solugdo de lavagem carece de célcio e pode carecer de magnésio ou pode
carecer de muitos, se ndo todos, cations divalentes. Novamente, surpreendentemente, as
etapas iniciais de ativacdo na auséncia de calcio levam a ativacdo ampliada. Como 0s
versados na técnica apreciariam prontamente uma etapa de lavagem pode ser realizada por
métodos conhecidos por aqueles na técnica, tais como usando uma centrifuga
semiautomatica "fluida" (por exemplo, o processador de células Cobe 2991, o CytoMate
Baxter ou 0 Haemonetics Cell Saver 5) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apos a
lavagem, as células podem ser ressuspensas em uma variedade de tampBes biocompativeis,
como, por exemplo, Ca®*-livre, Mg?*-livre PBS, PlasmaLyte A, ou outra solucdo salina
com ou sem tampdo. Alternativamente, 0s componentes indesejaveis da amostra de aférese
podem ser removidos e as células sao ressuspensas diretamente em meios de cultura.
[0362] Em algumas modalidades, as células T sdo isoladas a partir de linfocitos do
sangue periférico por lise dos glébulos vermelhos e esvaziando os mondcitos, por exemplo,
por centrifugacdo através de um gradiente PERCOLL™ ou por elutriagdo centrifuga de
contra-fluxo. Uma subpopulacdo especifica de células T, como células CD3+, CD28+,
CD4+, CD8+, CD45RA+ e CD45R0O+, pode ser adicionalmente isolada por técnicas de
selecdo positiva ou negativa. Por exemplo, em algumas modalidades, as células T sé&o
isoladas por incubacdo com granulos conjugados anti-CD3/anti-CD28 (isto e, 3x28), tais
como DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, durante um periodo de tempo suficiente para
selecdo positiva das células T desejadas. Em algumas modalidades, o periodo de tempo é
de cerca de 30 minutos. Em uma outra modalidade, o periodo de tempo varia de 30
minutos a 36 horas ou mais e todos os valores inteiros entre eles. Em ainda uma outra
modalidade, o periodo de tempo é pelo menos 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 horas. Em algumas

modalidades, o periodo de tempo é de 10 a 24 horas. Em algumas modalidades, o periodo
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de incubacdo é de 24 horas. Para o isolamento de células T de pacientes com leucemia, 0 uso
de periodos de incubacdo mais longos, como 24 horas, pode aumentar o rendimento celular.
Os periodos de incubacdo mais longos podem ser usados para isolar as células T em qualquer
situacdo em que existam poucas células T em comparag¢do com outros tipos celulares, como
isolar os linfocitos infiltrantes do tumor (TIL) do tecido tumoral ou de individuos
imunocomprometidos. Além disso, o uso de periodos de incubacdo mais longos pode
aumentar a eficiéncia da captura de células T CD8+. Assim, simplesmente reduzindo ou
prolongando o tempo, as células T podem ligar-se aos granulos CD3/CD28 e/ou aumentando
ou diminuindo a proporcao de granulos para células T (como aqui descrito mais adiante), as
subpopulacdes de células T podem ser preferencialmente selecionadas para ou contra a
iniciacdo da cultura ou em outros pontos de tempo durante o processo. Adicionalmente,
aumentando ou diminuindo a propor¢do de anticorpos anti-CD3 e/ou anti- CD28 nos
granulos ou outra superficie, as subpopulacfes de células T podem ser preferencialmente
selecionadas para ou contra na inicia¢do da cultura ou em outros pontos de tempo desejados.
O versado reconheceria que varias rodadas de selecdo também podem ser usadas. Em
algumas modalidades, pode ser desejavel executar o procedimento de selecdo e usar as
células "ndo selecionadas" no processo de ativacdo e expansdo. As células "nédo
selecionadas” também podem ser submetidas a mais rodadas de selecdo.

[0363] O enriquecimento de uma populacdo de células T por selecdo negativa pode ser
realizado com uma combinacdo de anticorpos dirigidos para marcadores de superficie Unicos
para as células selecionadas negativamente. Um método é a triagem e/ou selecdo de células
através de imunoindenizacdo magnética negativa ou citometria de fluxo que usa um coquetel
de anticorpos monoclonais dirigidos para marcadores de superficie celular presentes nas
células negativamente selecionadas. Por exemplo, para enriquecer para células CD4+ por
selecdo negativa, um coquetel de anticorpo monoclonal tipicamente inclui anticorpos para
CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR e CD8. Em certas modalidades, pode ser desejavel
enriquecer ou selecionar positivamente para células T reguladoras que tipicamente
expressam CD4+, CD25+, CD62Lhi, GITR+ e FoxP3+. Alternativamente, em certas
modalidades, as células T reguladoras séo esgotadas por granulos conjugados anti-C25 ou
outro método de selecdo semelhante.

[0364] Para o isolamento de uma populacdo desejada de células por selecdo positiva ou

negativa, a concentracdo de células e superficie (por exemplo, particulas, como granulos)
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podem ser variadas. Em certas modalidades, pode ser desejavel diminuir significativamente
0 volume em que os granulos e as células sdo misturadas em conjunto (isto é, aumentar a
concentracdo de células), para garantir o maximo contato de células e granulos. Por exemplo,
em uma modalidade, é utilizada uma concentracdo de 2 bilhdes de células/ml. Em uma
modalidade, é utilizada uma concentracdo de 1 bilhdo de células/ml. Em uma outra
modalidade, é utilizada mais de 100 milhdes de células/ml. Em uma outra modalidade, é
utilizada uma concentracdo de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 milhdes de
células/ml. Em ainda uma outra modalidade, € utilizada uma concentragdo de células de 75,
80, 85, 90, 95 ou 100 milhdes de células/ml. Em modalidades adicionais, podem ser
utilizadas concentracdes de 125 ou 150 milhdes de células/ml. O uso de altas concentracfes
pode resultar em aumento do rendimento celular, ativacdo celular e expansdo celular. Além
disso, o uso de altas concentragdes celulares permite uma captura mais eficiente de células
que podem expressar de forma fraca antigenos alvo de interesse, tais como células T CD28-
negativas, ou de amostras onde existem muitas células tumorais presentes (i. e., sangue
leucémico, tecido tumoral, etc.,). Tais populacdes de células podem ter valor terapéutico e
seriam desejaveis de se obter. Por exemplo, o uso de alta concentracéo de células permite
uma selecdo mais eficiente de células T CD8+ que normalmente apresentam uma expressao
mais baixa de CD28.

[0365] Em algumas modalidades, pode ser desejavel usar menores concentragcoes de células.
Por diluicdo significativa da mistura de células T e superficie (por exemplo, particulas, tais
como granulos), as interacBes entre particulas e células sdo minimizadas. Isso seleciona
células que expressam grandes quantidades de antigenos desejados para serem ligados as
particulas. Por exemplo, as células T CD4+ expressam niveis mais elevados de CD28 e sao
mais eficazes que as células T CD8+ em concentracdes diluidas. Em algumas modalidades,
a concentracdo de células utilizada é 5x10%ml. Em algumas modalidades, a concentragio
utilizada pode ser de aproximadamente 1x10°%/ml a 1x10%ml, e qualquer valor inteiro entre
eles.

[0366] Em algumas modalidades, as células podem ser incubadas em um rotador por
longos periodos variaveis a velocidades variaveis a 2-10°C, ou a temperatura ambiente.
[0367] As células T para estimulacdo tambem podem ser congeladas ap6s uma etapa de
lavagem. Desejando ndo estar vinculado pela teoria, o congelamento e subsequente etapa

de descongelamento proporcionam um produto mais uniforme, removendo granulécitos e,
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até certo ponto, mondcitos na populagdo de células. Apds a etapa de lavagem que remove
plasma e plaquetas, as células podem ser suspensas em uma solucao congelante. Enquanto
muitas solucdes e parametros de congelamento s@o conhecidos na técnica e serdo Uteis neste
contexto, um método envolve a utilizagdo de PBS contendo 20% de DMSO e 8% de
albumina de soro humano, ou meio de cultura contendo 10% de Dextrano 40 e Dextrose a
5%, 20% de Albumina de soro humano e 7% de DMSO, ou 31,25% de Plasmalyte-A,
31,25% de Dextrose a 5%, NaCl a 0,45%, Dextrano 40 a 10% e Dextrose a 5%, Albumina
de Soro Humano a 20% e DMSO a 7,5% ou outros meios de congelamento de células
adequados contendo, por exemplo, Hespan e PlasmaLyte A, as células sdo congeladas até
—80°C a uma taxa de 1° por minuto e armazenados na fase de vapor de um tanque de
armazenamento de nitrogénio liquido. Podem ser utilizados outros métodos de
congelamento controlado, bem como congelamento descontrolado imediatamente a —20°C
ou em nitrogénio liquido.

[0368] Em algumas modalidades, as células criopreservadas sdo descongeladas e lavadas
como aqui descrito e deixadas repousar durante uma hora a temperatura ambiente antes da
ativagao.

[0369] Também contemplado no presente pedido é a recolha de amostras de sangue ou
produto de aférese de um individuo num periodo de tempo anterior a que as células
expandidas como aqui descritas podem ser necessarias. Como tal, a fonte das células a serem
expandidas pode ser coletada em qualquer ponto de tempo necessario e células desejadas,
como células T, isoladas e congeladas para uso posterior na terapia com células T para
qualquer nimero de doengas ou condicdes que se beneficiariam da terapia com células T,
como as descritas aqui. Em uma modalidade, uma amostra de sangue ou uma aférese é
retirada de um sujeito geralmente saudavel. Em certas modalidades, uma amostra de sangue
ou uma aféerese é retirada de um sujeito geralmente saudavel que corre o risco de desenvolver
uma doenga, mas que ainda ndo desenvolveu uma doenca e as células de interesse séo
isoladas e congeladas para uso posterior. Em certas modalidades, as células T podem ser
expandidas, congeladas e usadas em um momento posterior. Em certas modalidades, as
amostras séo recolhidas de um paciente logo apds o diagnostico de uma doenca particular
como aqui descrito, mas antes de qualquer tratamento. Em uma modalidade adicional, as
células sdo isoladas a partir de uma amostra de sangue ou uma aférese de um sujeito antes

de qualguer nimero de modalidades de tratamento relevantes,
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incluindo mas néo limitado a tratamento com agentes, tais como natalizumabe, efalizumabe,
agentes antivirais, quimioterapia, radiacdo, agentes imunossupressores, tais como a
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato e FK506, anticorpos ou outros agentes
imunologicos, tais como CAMPATH, anticorpos anti-CD3, citoxano, fludarabina,
ciclosporina, FK506, rapamicina, &cido micofendlico, esteroides, FR901228 e irradiacéo.
Essas drogas inibem a fosfatase calcineurina dependente de calcio (ciclosporina e FK506)
ou inibem a p70S6 quinase que € importante para a sinalizacdo induzida por fator de
crescimento (rapamicina) (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991; Henderson et al., Immun
73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin. Immun. 5:763-773, 1993). Em uma outra
modalidade, as células sdo isoladas para um paciente e congeladas para uso posterior em
conjunto com (por exemplo, antes, simultaneamente ou apds) transplante de medula dssea
ou células estaminais, terapia ablativa de células T usando agentes de quimioterapia, como
fludarabina, radioterapia de feixe externo (XRT), ciclofosfamida ou anticorpos, como OKT3
ou CAMPATH. Em uma outra modalidade, as células sdo isoladas antes e podem ser
congeladas para uso posterior para tratamento apds a terapia ablativa com células B, tais
como agentes que reagem com CD20, por exemplo, Rituxano.

[0370] Em algumas modalidades, as células T sdo obtidas de um paciente diretamente ap6s
o0 tratamento. A este respeito, observou-se que, apds certos tratamentos contra o cancer, em
tratamentos especificos com drogas que danificam o sistema imunoldgico, logo apds o
tratamento durante o periodo em que 0s pacientes normalmente se recuperariam do
tratamento, a qualidade das células T obtidas pode ser otimizada ou melhorou a sua
capacidade de expansdo ex vivo. Do mesmo modo, apds a manipulacdo ex vivo usando 0s
métodos aqui descritos, estas células podem estar em um estado preferido para enxertia
aumentada e expansdo in vivo. Assim, € contemplado dentro do contexto da presente
invencado coletar células sanguineas, incluindo células T, células dendriticas ou outras células
da linhagem hematopoiética, durante esta fase de recuperacdo. Além disso, em certas
modalidades, a mobilizagdo (por exemplo, a mobilizagdo com GM-CSF) e os regimes de
condicionamento podem ser usados para criar uma condi¢do em um sujeito em que o
repovoamento, recirculacéo, regeneracdo e ou expansdo de tipos de células particulares é
favorecido, especialmente durante uma janela de tempo definida apés a terapia. Os tipos de
células ilustrativos incluem células T, células B, células dendriticas e outras células do

sistema imunoldgico.
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2. Ativacao e expansédo de células T

[0371] Seja antes ou depois da modificacdo genética das células T com os CARs aqui
descritos, as células T podem ser ativadas e expandidas geralmente usando métodos como
descrito, por exemplo, nas Patente US 6.352.694; 6.534.055; 6.905.680; 6.692.964;
5.858.358; 6.887.466; 6.905.681; 7.144.575; 7.067.318; 7.172.869; 7.232.566; 7.175.843;
5.883.223; 6.905.874; 6.797.514; 6.867.041; e Publicacdo de Pedido de Patente US
20060121005.

[0372] Geralmente, as células T podem ser expandidas por contato com uma superficie que
tem ligado ao mesmo um agente que estimula um sinal associado ao complexo CD3/TCR e
um ligando que estimula uma molécula coestimuladora na superficie das células T. Em
particular, as populagdes de células T podem ser estimuladas como aqui descrito, tal como
por contato com um anticorpo anti-CD3 ou um fragmento de ligacéo ao antigeno do mesmo,
ou um anticorpo anti-CD2 imobilizado numa superficie, ou por contato com um ativador da
proteina quinase C (por exemplo, briostatina) em conjunto com um iondforo de célcio. Para
a coestimulacdo de uma molécula acessorio na superficie das células T, € utilizado um
ligando que liga a molécula acessorio. Por exemplo, uma populacdo de células T pode ser
contactada com um anticorpo anti-CD3 e um anticorpo anti-CD28, em condi¢des adequadas
para estimular a proliferacdo das células T. Para estimular a proliferacdo de células T CD4+
ou células T CD8+, um anticorpo anti-CD3 e um anticorpo anti-CD28. Exemplos de um
anticorpo anti-CD28 incluem 9,3, B-T3, XR- CD28 (Diaclone, Besancon, Franca) podem
ser utilizados como outros métodos vulgarmente conhecidos na técnica (Berg et al.,
Transplant Proc. 30(8):3975-3977, 1998. Haanen et al., J. Exp. Med. 190 (9): 13191328,
1999; Garland et al., J. Immunol Meth. 227(1-2):53-63, 1999).

[0373] Em algumas modalidades, o sinal estimulador primario e o sinal coestimulador para
a célula T podem ser proporcionados por diferentes protocolos. Por exemplo, 0s agentes que
proporcionam cada sinal podem estar em solugcdo ou acoplados a uma superficie. Quando
acoplados a uma superficie, os agentes podem ser acoplados a mesma superficie (isto €, na
formacéo "cis") ou para separar superficies (isto €, na formacao "trans"). Alternativamente,
um agente pode ser acoplado a uma superficie e ao outro agente em solugdo. Em uma
modalidade, o agente que proporciona o sinal coestimulador estd ligado a uma superficie

celular e 0 agente que proporciona o sinal primario de ativacao esta
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em solugdo ou acoplado a uma superficie. Em certas modalidades, ambos os agentes podem
estar em solucdo. Em uma outra modalidade, os agentes podem estar em forma sollvel, e
depois reticulados a uma superficie, tal como uma célula que expressa receptores Fc ou um
anticorpo ou outro agente de ligagdo que se liga aos agentes. A este respeito, ver, por
exemplo, Publicacdo de Pedido de Patente US 20040101519 e 20060034810 para células
apresentadoras de antigenos artificiais (aAPCs) que sdo contempladas para serem usadas na
ativacdo e ampliacéo de células T na presente invencao.

[0374] Em algumas modalidades, as células T, sdo combinadas com granulos revestidos
com agente, os granulos e as células sdo subsequentemente separados e, em seguida, as
células sdo cultivadas. Em uma modalidade alternativa, antes da cultura, os granulos e as
células revestidas com agente ndo sdo separados, mas sdo cultivados em conjunto. Em uma
outra modalidade, os granulos e as células sdo primeiro concentradas por aplicacdo de uma
forga, tal como uma forca magnética, resultando numa ligadura aumentada de marcadores
de superficie celular, induzindo assim a estimulacgéo celular.

[0375] A titulo de exemplo, as proteinas da superficie celular podem ser ligadas ao permitir
que os granulos paramagnéticos ao qual anti-CD3 e anti-CD28 estdo ligados (3 x 28
granulos) entre em contato com as células T. Em uma modalidade, as células (por exemplo,
10* a 10° células T) e os granulos (por exemplo, os granulos paramagnéticos
DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T com razdo de 1:1) sdo combinados em um tampao,
de preferéncia PBS (sem cations divalentes, como célcio e magnésio). Novamente, 0s
versados na técnica podem facilmente apreciar que qualquer concentracdo de células pode
ser usada. Por exemplo, a célula alvo pode ser muito rara na amostra e compreender apenas
0,01% da amostra ou toda a amostra (isto é, 100%) pode compreender a célula alvo de
interesse. Consequentemente, qualquer numero de célula esta dentro do contexto da presente
invencdo. Em certas modalidades, pode ser desejavel diminuir significativamente o volume
em que as particulas e as células sdo misturadas em conjunto (isto €, aumentar a concentracdo
de células), para garantir o maximo contato de células e particulas. Por exemplo, em uma
modalidade, ¢ utilizada uma concentracao de cerca de 2 bilhdes de células/ml. Em uma outra
modalidade, s&o utilizadas mais de 100 milhGes de células/ml. Em uma outra modalidade, é
utilizada uma concentracdo de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 milhdes de
células/ml. Em ainda uma outra modalidade, ¢é utilizada uma concentracdo de células de
75, 80, 85, 90, 95 ou 100 milhdes de células/ml. Em
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modalidades adicionais, podem ser utilizadas concentragdes de 125 ou 150 milhGes de
células/ml. O uso de altas concentracfes pode resultar em aumento do rendimento celular,
ativacdo celular e expansao celular. Além disso, o uso de altas concentracbes celulares
permite uma captura mais eficiente de células que podem expressar de forma fraca antigenos
alvo de interesse, como células T CD28-negativas. Tais populacBes de células podem ter
valor terapéutico e seriam desejaveis de se obter em certas modalidades. Por exemplo, 0 uso
de alta concentracédo de células permite uma selecdo mais eficiente de células T CD8+ que
normalmente apresentam uma expressdo mais baixa de CD28.

[0376] Em algumas modalidades, a mistura pode ser cultivada durante vérias horas
(cerca de 3 horas) a cerca de 14 dias ou qualquer valor inteiro horario no meio. Em uma
outra modalidade, a mistura pode ser cultivada durante 21 dias. Em uma modalidade da
invencdo, os granulos e as células T s&o cultivados juntos durante cerca de oito diasEm uma
outra modalidades, os granulos e as células T sdo cultivados em conjunto durante 2-3 dias.
Varios ciclos de estimulacdo também podem ser desejados de tal forma que o tempo de
cultura das células T pode ser de 60 dias ou mais. Condi¢cbes apropriadas para cultura de
células T incluem um meio apropriado (por exemplo, Meio Essencial Minimo ou Meio
RPMI 1640 ou, X-vivo 15, (Lonza)) que podem conter os fatores necessarios para a
proliferacdo e viabilidade, incluindo o soro (por exemplo, soro fetal bovino ou humano),
interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-15, TGFp e
TNF-0 ou quaisquer outros aditivos para o crescimento de células conhecidos pelos
versados. Outros aditivos para o crescimento de células incluem, mas ndo estdo limitados a,
tensoativo, plasmanato e agentes redutores, tais como N-acetil-cisteina e 2- mercaptoetanol.
O meio pode incluir RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vivo 15 e X-
Vivo 20, otimizador, com aminoéacidos adicionados, piruvato de so6dio e vitaminas, sem soro
ou suplementado com uma quantidade apropriada de soro (ou plasma) ou um conjunto
definido de hormdnios, e/ou uma quantidade de citocinas suficientes para o crescimento e
expansdo de células T. Antibidticos, por exemplo, penicilina e estreptomicina, sao incluidos
apenas em culturas experimentais, ndo em culturas de células que devem ser infundidas em
um sujeito. As células-alvo sd@o mantidas sob condigcdes necessarias para suportar o
crescimento, por exemplo, uma temperatura apropriada (por exemplo, 37 °C) e atmosfera
(por exemplo, ar mais 5% de COy). As células T que foram expostas a tempos de

estimulacdo variados podem exibir caracteristicas diferentes. Por
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exemplo, o sangue tipico ou os produtos de células mononucleares de sangue periférico de
aférese tém uma populacao de células T auxiliares (TH, CD4+) que é maior que a populagéo
de células T citotoxicas ou supressoras (TC, CD8). A expansdo ex vivo de células T por
meio da estimulacdo de receptores CD3 e CD28 produz uma populacéo de células T que,
antes de cerca dos dias 8-9, consiste predominantemente em células TH, enquanto que, apds
alguns dos dias 8-9, a populacéo de células T compreende uma populacdo cada vez maior
de células TC. Consequentemente, dependendo da finalidade do tratamento, a infusdo de um
sujeito com uma populacdo de células T compreendendo predominantemente células TH
pode ser vantajosa. Da mesma forma, se um subconjunto especifico de antigenos de células
TC estiver isolado, pode ser benéfico expandir este subconjunto em maior grau.

[0377] Além disso, além de marcadores CD4 e CD8, outros marcadores fenotipicos variam
significativamente, mas em grande parte, reproduzivelmente durante o processo de expansao
celular. Assim, essa reprodutibilidade permite a capacidade de adaptar um produto de célula

T ativado para fins especificos.

V. Composic¢Bes Farmacéuticas

[0378] Adicionalmente, sdo proporcionadas pelo presente pedido composigdes
farmacéuticas compreendendo qualquer um dos anticorpos de dominio Unico anti-BCMA,
ou qualquer uma das células efetoras imunes engenheiradas, compreendendo qualquer um
dos CARs (tais como CARs BCMA) como aqui descritos, e um transportador
farmaceuticamente aceitavel. As composi¢cdes farmacéuticas podem ser preparadas
misturando um sdAb, ou uma pluralidade de células efetoras imunes engenheiradas com o
grau de pureza desejado com transportadores, excipientes ou estabilizadores
farmaceuticamente aceitaveis opcionais (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition,
Osol, A. Ed. (1980)), na forma de formulagdes liofilizadas ou de solucgdes aquosas. [0379]
Os transportadores, excipientes ou estabilizadores aceitaveis ndo sdo toxicos para 0S
receptores nas dosagens e concentragdes utilizadas e incluem tampdes, antioxidantes
incluindo &cido ascorbico, metionina, vitamina E, metabissulfito de sodio; conservantes,
isotonicificadores, estabilizadores, complexos metalicos (por exemplo, complexos de
proteina-Zn); agentes quelantes, tais como EDTA e/ou tensoativos ndo idnicos.

[0380] Os tampdes sdo usados para controlar o pH em uma faixa que otimiza a eficacia

terapéutica, especialmente se a estabilidade depende do pH. Os tampdes estdo
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preferencialmente presentes em concentragdes que variam de cerca de 50 mM a cerca de 250
mM. Os agentes tampé&o adequados para utilizacdo com a presente invencdo incluem acidos
organicos e inorganicos e sais dos mesmos. Por exemplo, citrato, fosfato, succinato,
tartarato, fumarato, gluconato, oxalato, lactato, acetato. Adicionalmente, os tampdes podem
compreender sais de histidina e trimetilamina tais como Tris.

[0381] Os conservantes sdo adicionados para retardar o crescimento microbiano e estdo
tipicamente presentes em uma faixa de 0,2% -1,0% (p/v). Conservantes adequados para
utilizagdo com a presente invencdo incluem cloreto de octadecildimetilbenzilamonio;
cloreto de hexametileno; haletos de benzalconio (por exemplo, cloreto, brometo, iodeto),
cloreto de benzetdnio; alcool timerosal, fenol, butil ou benzilico; alquil parabenos, tais
como metil ou propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol, 3-pentanol e m-cresol.
[0382] Os agentes de tonicidade, as vezes conhecidos como "estabilizadores"”, estdo
presentes para ajustar ou manter a tonicidade do liquido em uma composicdo. Quando
usado com biomoléculas grandes e carregadas, como proteinas e anticorpos, muitas vezes
sdo chamados de "estabilizadores” porque podem interagir com os grupos carregados das
cadeias laterais de aminoacidos, reduzindo assim o potencial de interagdes inter e intra-
moleculares. Os alcodis poli-hidricos podem estar presentes em uma quantidade entre
0,1% a 25% em peso, normalmente 1 a 5%, levando em consideracdo as quantidades
relativas dos outros ingredientes. Os agentes de tonicidade preferidos incluem alcoois de
acucar poli-hidrico, de preferéncia alcoois de agucar tri-hidricos ou superiores, tais como
glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol e manitol.

[0383] Excipientes adicionais incluem agentes que podem servir como um ou mais dos
seguintes:(1) agentes de volume, (2) potenciadores da solubilidade, (3) estabilizadores e
(4) e agentes que impedem a desnaturacdo ou aderéncia a parede do recipiente. Tais
excipientes incluem: alcoois de aclcar poli-hidrico (enumerados acima); aminoacidos, tais
como alanina, glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, lisina, ornitina, leucina, 2-
fenilalanina, acido glutdmico, treonina, etc. ; acucares organicos ou alcoois de agucar tais
como sacarose, lactose, lactitol, trealose, estaquiose, manose, sorbose, xilose, ribose, ribitol,
mioinisitose, mioinisitol, galactose, galactitol, glicerol, ciclitos (por exemplo, inositol),
polietileno glicol; agentes redutores contendo enxofre, tais como ureia, glutationa, acido
tiotico, tioglicolato de sddio, tioglicerol, a-monotioglicerol e tio-sulfato de sddio; proteinas

de baixo peso molecular, tais como albumina de soro humano,
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albumina de soro bovino, gelatina ou outras imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tais
como polivinilpirrolidona; monossacarideos (por exemplo, xilose, manose, frutose, glicose;
dissacarideos (por exemplo, lactose, maltose, sacarose); trissacarideos como rafinose; e
polissacarideos como dextrina ou dextrano.

[0384] Os tensoativos ou detergentes ndo i6nicos (também conhecidos como "agentes
umectantes") estdo presentes para ajudar a solubilizar o agente terapéutico, bem como para
proteger a proteina terapéutica contra a agregacao induzida por agitacdo, o que também
permite que a formulagéo seja exposta ao estresse superficial do cisalhamento sem causar
desnaturacdo da proteina ou anticorpo terapéutico ativo. Os tensoativos ndo i6nicos estdo
presentes numa faixa de cerca de 0,05 mg/ml a cerca de 1,0 mg/ml, de preferéncia cerca de
0,07 mg/ml a cerca de 0,2 mg/ml.

[0385] Os tensoativos ndo idnicos adequados incluem polissorbatos (20, 40, 60, 65, 80, etc.),
polioxameros (184, 188, etc.),polidis de PLURONIC®, TRITON®, monoéteres de
polioxietileno sorbitano (TWEEN®-20, TWEEN®-80, etc.), lauromacrogol 400, estearato
de polioxil 40, 6leo de ricino hidrogenado de polioxietileno 10, 50 e 60, monoestearato de
glicerol, éster de &cido graxo de sacarose, metil-celulose e carboximetilcelulose. Os
detergentes aniénicos que podem ser utilizados incluem lauril sulfato de sodio, dioctil
sulfossuccinato de sodio e dioctil sulfonato de sodio. Os detergentes catibnicos incluem
cloreto de benzalconio ou cloreto de benzetonio.

[0386] Para que as composicdes farmacéuticas sejam utilizadas para administracdo in vivo,
elas devem ser estéreis. A composicdo farmacéutica pode ser tornada estéril por filtracdo
através de membranas de filtracdo estéril. ComposicGes farmacéuticas do presente
documento geralmente sdo colocadas num recipiente tendo uma porta de acesso estéril, por
exemplo, um frasco ou bolsa de solugdo intravenosa que tem um batente perfuravel por uma
agulha de injecdo hipodérmica.

[0387] A via de administracao esta de acordo com métodos conhecidos e aceitos, tais como
por bolus Unico ou maltiplo ou infusdo durante um longo periodo de tempo de uma maneira
adequada, por exemplo, injecdo ou infusdo por via subcutanea, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intra-arterial, intralesional ou intra-articular, administracéo topica, inalacéo
ou por meio de liberagdo prolongada ou liberacédo estendida.

[0388] Preparacdes de liberagdo prolongada podem ser preparadas. Exemplos adequados de

preparacOes de liberacdo prolongada incluem matrizes semipermeaveis de polimeros
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hidrofébicos solidos contendo o antagonista, cujas matrizes estdo na forma de artigos
moldados, por exemplo filmes, ou microcapsulas. Exemplos de matrizes de liberacéo
prolongada incluem poliésteres, hidrogéis (por exemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou
poli(alcool vinilico)), polilactideos (Patente US 3. 773. 919), copolimeros de &cido L-
glutamico e etil-L-glutamato, acetato de etileno-vinil ndo degradével, copolimeros de &cido
latico-acido glicolico degradaveis, tais como LUPRON DEPOT™ (microesferas injetaveis
compostas de copolimero de acido latico-acido glicélico e acetato de leuprolide) e acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

[0389] As composicdes farmacéuticas aqui descritas também podem conter mais de um
composto ou agente ativo, conforme necessario, para a indicacdo particular a ser tratada, de
preferéncia aqueles com atividades complementares que ndo se afetam adversamente.
Alternativamente, ou adicionalmente, a composi¢do pode compreender um agente
citotoxico, agente quimioterapéutico, citocina, agente imunossupressor ou agente inibidor
de crescimento. Tais moléculas estdo adequadamente presentes em combinacdo em
quantidades que séo eficazes para a finalidade pretendida.

[0390] Os ingredientes ativos podem ser aprisionados em umas microcapsulas preparadas,
por exemplo, por técnicas de coacervacdo ou pela polimerizacdo interfacial, por exemplo,
hidroximetilcelulose ou microcapsulas de gelatina e microcapsulas de poli-
(metilmetacilato), respectivamente, em sistemas de distribuicdo de droga coloidais (por
exemplo, lipossomos, microesferas da albumina, microemulsbes, nanoparticulas e
nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Essas técnicas sdo divulgadas em Remington's

Pharmaceutical Sciences 18th edition.

V1. Métodos de Tratamento

[0391] O presente pedido refere-se ainda a métodos e composicdes para uso na imunoterapia
celular. Em algumas modalidades, a imunoterapia celular € para o tratamento do cancer,
incluindo, entre outros, doencas malignas hematoldgicas e tumores solidos. Qualquer um
dos sdAbs anti-BCMA, CARs e células efetoras imunes engenheiradas (tais como células T-
CAR) descritas aqui podem ser usadas no método de tratamento do cancer. Os CARs aqui
descritos podem ser Uteis para tratar tumores com mutagdes de escape de perda de antigeno
e para reduzir a resisténcia a terapias existentes. Em algumas modalidades, os métodos e

as composi¢Oes aqui descritos podem ser usados para tratar
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outras doengas que estdo associadas aos antigenos especificamente reconhecidos pelos
anticorpos de um s6 dominio ou CARs, incluindo, por exemplo, doengas autoimunes.
[0392] Em algumas modalidades, é proporcionado um método para tratar um cancer
(como o mieloma multiplo, por exemplo, mieloma multiplo recidivado ou refratario) num
individuo (tal como um individuo humano), compreendendo administrar ao individuo uma
quantidade eficaz de uma composicao farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora
imune engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente que
compreende um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno
extracelular compreendendo uma primeira fracdo de ligagio ao BCMA que se liga
especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fracdo de ligacdo ao
BMCA que se liga especificamente a um segundo epitopo de BCMA; (b) um dominio
transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacéo intracelular, em que o primeiro epitopo e
0 segundo epitopo séo diferentes; e (2) um transportador farmaceuticamente aceitavel. Em
algumas modalidades, € proporcionado um método para tratar um cancer (como o mieloma
multiplo, por exemplo, mieloma multiplo recidivado ou refratario) num individuo (tal
como um individuo humano), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de uma composicdao farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente que compreende
um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo um primeiro sdAb anti-BCMA que se liga especificamente a um primeiro
epitopo de BCMA, e um segundo sdAb anti-BMCA que se liga especificamente a um
segundo epitopo de BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizacdo intracelular, em que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes; e
(2) um transportador farmaceuticamente aceitdvel. Em algumas modalidades, a célula
efetora imune engenheirada é autéloga. Em algumas modalidades, a célula efetora imune
engenheirada é alogénica. Em algumas modalidades, as células efetoras imunes
engenheiradas sdo células T-CAR. Em algumas modalidades, o cancer é um cancer liquido,
como mieloma mudltiplo, leucemia linfoblastica aguda ou leucemia linfocitica crénica. Em
algumas modalidades, o cancer é mieloma multiplo refratario ou recidivado. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune engenheirada é administrada a uma dose de cerca de 10°
a cerca de 107 células/kg, como cerca de 3x10° a cerca de 7x10° células/kg, ou cerca de

3x10° células’/kg. Em algumas modalidades, a célula efetora imune
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engenheirada é administrada por injegdo intravenosa. Em algumas modalidades, a célula
efetora imune engenheirada é administrada em trés doses divididas ao longo de cerca de uma
semana.

[0393] Em algumas modalidades, é proporcionado um método para tratar um cancer (como
0 mieloma multiplo, por exemplo, mieloma multiplo recidivado ou refratario) num individuo
(tal como um individuo humano), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de uma composicdo farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR BCMA que compreende um
polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo um sdAb anti-BCMA,; (b) um dominio transmembranar; e (¢) um dominio
de sinalizacdo intracelular, e (2) um transportador farmaceuticamente aceitavel, em que o
sdAb anti-BCMA compreende qualquer um dos seguintes:(1) uma CDR1 compreendendo a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:1; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:39; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:77; (2) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:2; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:40; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:78; (3) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:3; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:41; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:79; (4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:4; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:42; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:80; (5) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:5; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:43; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:81; (6) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:6; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:44; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:82; (7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:7; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:45; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:83; (8) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:8; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:46; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:84; (9) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:9; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:47; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:85; (10) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:10; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:48; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:86; (11) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:11;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:49; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:87; (12) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:12; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:50; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:88; (13) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:13; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:51; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:89; (14) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:14;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:52; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:90; (15) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:15; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:53; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:91; (16) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:16; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:54; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:92; (17) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:17;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:55; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:93; (18) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:18; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:56; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:94; (19) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:19; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:57; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:95; (20) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:20; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:58; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:96; (21) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:21; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:59; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:97; (22) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:22;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:60; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:98; (23) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:23; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:61; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:99; (24) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:24; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:62; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:100; (25) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:25;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:63; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:101; (26) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:26; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:64; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:102; (27) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:27; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:65; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:103; (28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:28;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:66; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:104; (29) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:29; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:67; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:105; (30) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:30; uma CDR2
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compreendendo a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO:68; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:106; (31) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:31; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:69; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:107; (32) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:32; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:70; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:108; (33) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:33;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:71; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:109; (34) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:34; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:72; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:110; (35) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:35; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:73; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:111; (36) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:36;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:74; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:112; (37) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:37; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:75; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:113; or (38) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:38; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:76; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:114. Em algumas modalidade, o dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreende pelo menos dois sdAbs anti- BCMA. Em algumas modalidades, o sdAb anti-
BCMA é de camelideo, quimérico, humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o
sdAb anti-BCMA compreende um dominio VyH compreendendo uma sequéncia de
aminoéacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:115-152. Em algumas
modalidades, 0 CAR BCMA é uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que
consiste em SEQ ID NOs:216-256 e
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298-335. Em algumas modalidades, a celula efetora imune engenheirada é autdloga. Em
algumas modalidades, a célula efetora imune engenheirada é alogénica. Em algumas
modalidades, o cancer é um cancer liquido, como mieloma madltiplo, leucemia linfoblastica
aguda ou leucemia linfocitica cronica. Em algumas modalidades, o cancer é mieloma
maltiplo refratario ou recidivado. Em algumas modalidades, a célula efetora imune
engenheirada é administrada a uma dose de cerca de 10° a cerca de 107 células/kg, como
cerca de 3x10° a cerca de 7x10° células/kg, ou cerca de 3x10° células/kg. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune engenheirada é administrada por injecdo intravenosa.
Em algumas modalidades, a célula efetora imune engenheirada é administrada em trés doses
divididas ao longo de cerca de uma semana.

[0394] Em algumas modalidades, € proporcionado um meétodo para obter remissdao
clinica parcial ou completa num individuo com mieloma multiplo (por exemplo, mieloma
mdaltiplo recidivado ou refratario), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de uma composicdo farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente que compreende
um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-
BCMA) que liga especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fracéo
de ligacdo BCMA (como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um
segundo epitopo do BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizacdo intracelular, em que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes; e (2)
um transportador farmaceuticamente aceitdvelEm algumas modalidades, a célula efetora
imune engenheirada é autdloga. Em algumas modalidades, a célula efetora imune
engenheirada € alogénica. Em algumas modalidades, as células efetoras imunes
engenheiradas séo células T-CAR. Em algumas modalidades, o cancer é um cancer liquido,
como mieloma multiplo, leucemia linfoblastica aguda ou leucemia linfocitica crénica. Em
algumas modalidades, o cancer é mieloma maultiplo refratario ou recidivado. Em algumas
modalidades, a célula efetora imune engenheirada é administrada a uma dose de cerca de 10°
acerca de 107 células/kg, como cerca de 3x10° a cerca de 7x10° células/kg, ou cerca de 3x10°
células/kg. Em algumas modalidades, a célula efetora imune engenheirada é administrada

por injecdo intravenosa. Em algumas modalidades, a célula
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efetora imune engenheirada é administrada em trés doses divididas ao longo de cerca de uma
semana.

[0395] Em algumas modalidades, € proporcionado um método de tratamento de um cancer
(como o mieloma mdltiplo, por exemplo, mieloma multiplo recidivado ou refratario) em um
individuo (como um individuo humano), compreendendo administrar ao individuo uma
quantidade eficaz de uma composic¢do farmacéutica compreendendo um sdAb anti-BCMA
e um transportador farmaceuticamente aceitavel, em que o sdAb anti- BCMA compreende
qualquer um dos seguintes:(1) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:1; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:39;
e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:77; (2) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:2; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:40; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:78; (3) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:3; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:41; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:79; (4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:4; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:42; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:80; (5) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:5; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:43; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:81; (6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:6; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:44; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:82; (7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:7; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:45; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:83; (8) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:8; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:46; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:84; (9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:9; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:47; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:85; (10) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
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aminoacidos da SEQ ID NO:10; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:48; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:86; (11) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:11;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:49; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:87; (12) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:12; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:50; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:88; (13) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:13; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:51; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:89; (14) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:14;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:52; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:90; (15) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:15; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:53; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:91; (16) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:16; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:54; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:92; (17) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:17;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:55; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:93; (18) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:18; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:56; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:94; (19) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:19; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:57; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:95; (20) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:20;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:58; e uma CDR3

compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:96; (21) uma CDR1
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compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:21; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:59; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:97; (22) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:22; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:60; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:98; (23) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:23;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:61; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:99; (24) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:24; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:62; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:100; (25) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:25; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:63; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:101; (26) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:26;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:64; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:102; (27) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:27; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:65; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:103; (28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:28; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:66; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:104; (29) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:29;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:67; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:105; (30) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:30; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:68; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:106; (31) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:31; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO:69; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:107; (32) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:32; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:70; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:108; (33) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:33; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:71; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:109; (34) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:34;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:72; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:110; (35) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:35; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:73; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:111; (36) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:36; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:74; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:112; (37) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:37,
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:75; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:113; or (38) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:38; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:76; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:114. Em algumas modalidades, o sdAb anti-BCMA é de
camelideo, quimérico, humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o sdAb anti-
BCMA compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em
SEQ ID NO:115-152. Em algumas modalidades, o cancer é um cancer liquido, como
mieloma multiplo, leucemia linfoblastica aguda ou leucemia linfocitica crénica. Em algumas
modalidades, o cancer € mieloma multiplo refratario ou recidivado.

[0396] Os métodos aqui descritos sé@o adequados para tratar varios tipos de cancer, incluindo
cancer solido e cancer liquido. Os métodos sao aplicaveis aos canceres de todos 0s estagios,
incluindo estagio inicial, estagio avancado e cAncer metastatico. Os métodos aqui descritos

podem ser utilizados como primeira terapia, segunda terapia, terceira terapia
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ou combinacdo com outros tipos de terapias de cancer conhecidas na técnica, tais como
quimioterapia, cirurgia, radiacdo, terapia genética, imunoterapia, transplante de medula
Ossea, transplante de células estaminais, terapia direcionada, crioterapia, terapia de
ultrassom, terapia fotodindmica, ablacdo por radiofrequéncia ou similar, em uma
configuracdo adjuvante ou em uma configuracdo neoadjuvante.

[0397] Em algumas modalidades, o cancer € mieloma mdltiplo. Em algumas
modalidades, o cancer é mieloma multiplo de estagio I, estagio Il ou estagio 11l e/ou estagio
A ou estagio B com base no sistema de estagiamento de Durie-Salmon. Em algumas
modalidades, o cancer € mieloma multiplo de estagio I, estagio Il ou estagio 111 com base no
sistema de estagiamento internacional publicado pelo International Myeloma Working
Group (IMWG). Em algumas modalidades, o cancer é gamopatia monoclonal de significado
indeterminado (MGUS). Em algumas modalidades, o cancer é mieloma assintomético
(latente/indolente). Em algumas modalidades, o cancer é mieloma ativo ou sintomatico. Em
algumas modalidades, o cancer € mieloma mdltiplo refratario. Em algumas modalidades, o
cancer ¢ mieloma mdltiplo metastatico. Em algumas modalidades, o individuo néo
respondeu a um tratamento anterior para mieloma mdaltiplo. Em algumas modalidades, o
individuo tem doenca progressiva ap6s um tratamento anterior de mieloma multiplo. Em
algumas modalidades, o individuo recebeu anteriormente pelo menos cerca de qualquer um
dos 2, 3, 4 ou mais tratamentos para 0 mieloma multiplo. Em algumas modalidades, o cancer
é mieloma mdltiplo recidivado.

[0398] Em algumas modalidades, o individuo tem mieloma mdaltiplo ativo. Em algumas
modalidades, o individuo tem células plasmaticas clonais de medula dssea de pelo menos
10%. Em algumas modalidades, o individuo tem um plasmocitoma ésseo ou extramedular
comprovado por biopsia. Em algumas modalidades, o individuo tem evidéncia de danos no
orgao final que podem ser atribuidos a doenca proliferativa celular plasmatica subjacente.
Em algumas modalidades, o individuo tem hipercalcemia, por exemplo, calcio sérico > 0,25
mmol/L (> 1mg/dL) maior que o limite superior do normal ou > 2,75 mmol/L (> 11mg/dL).
Em algumas modalidades, o individuo tem insuficiéncia renal, por exemplo, clearance de
creatinina < 40 mL por minuto ou creatinina sérica > 177 umol / L (> 2 mg/dL). Em algumas
modalidades, o individuo tem anemia, por exemplo, valor de hemoglobina > 20g/L abaixo
do limite inferior do normal ou valor de hemoglobina < 100g/L. Em algumas modalidades,

0 individuo tem uma ou mais lesbes dsseas, por
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exemplo, uma ou mais lesdes osteoliticas na radiografia do esqueleto, CT ou PET/CT. Em
algumas modalidades, o individuo tem um ou mais dos seguintes biomarcadores de
malignidade (MDES):(1) 60% ou mais de células plasmaticas clonais no exame da medula
0ssea; (2) razdo de cadeia leve livre/ndao envolvida no soro de 100 ou mais, desde que o nivel
absoluto da cadeia leve envolvida seja de pelo menos 100 mg/L; e (3) mais de uma lesdo
focal na ressonancia magnética que € pelo menos 5 mm ou mais em tamanho.

[0399] A administracdo das composi¢cOes farmacéuticas pode ser realizada de qualquer
maneira conveniente, incluindo por injecdo, ingestdo, transfusdo, implantagdo ou
transplante. As composi¢Oes podem ser administradas a um paciente de forma transarterial,
subcutanea, intradérmica, intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, intravenosa
ou intraperitoneal. Em algumas modalidades, a composicao farmacéutica é administrada
sistematicamente. Em algumas modalidades, a composicao farmacéutica € administrada a
um individuo por infusdo, tal como infusdo intravenosa. As técnicas de infusdo para
imunoterapia sdo conhecidas na técnica (ver, por exemplo, Rosenberg et al., New Eng. J. of
Med. 319:1676 (1988)). Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica é
administrada a um individuo por injecdo intradérmica ou subcutdnea. Em algumas
modalidades, as composi¢Oes sdo administradas por injecdo intravenosa. Em algumas
modalidades, as composicdes sdo injetadas diretamente em um tumor, ou em um linfonodo.
Em uma modalidade, a composicdo farmacéutica é administrada localmente a um local de
tumor, tal como diretamente nas células tumorais, ou a um tecido que tem células tumorais.
[0400] As dosagens e a concentragédo de droga desejada das composi¢des farmacéuticas da
presente invencdo podem variar dependendo do uso particular previsto. A determinacgéo da
dosagem apropriada ou via de administracdo esta bem dentro da habilidade de um versado
comum. Experimentos em animais proporcionam orientacdo confiavel para a determinacao
de doses efetivas para terapia humana. A escala intraespécies de doses efetivas pode ser
realizada de acordo com os principios estabelecidos por Mordenti, J. e Chappell, W. “The
Use of Interspecies Scaling in Toxicokinetics,” Em Toxicokinetics and New Drug
Development, Yacobi et al., Eds, Pergamon Press, New York 1989, pp. 42-46. E dentro do
escopo do presente pedido que formulagdes diferentes serdo eficazes para diferentes

tratamentos e diferentes disturbios, e que a administracdo destinada a tratar um
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6rgdo ou tecido especifico pode exigir a administracdo de uma maneira diferente da de outro
Orgao ou tecido.

[0401] Em algumas modalidades, em que a composicdo farmacéutica compreende qualquer
um dos sdAbs aqui descritos, a composicao farmacéutica é administrada a uma dosagem de
cerca de 10 ng/kg até cerca de 100 mg/kg de peso corporal do individuo ou mais por dia, por
exemplo, a cerca de 1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, dependendo da via de administracdo. A
orientacdo sobre as dosagens e os métodos de distribuicdo especificos é proporcionada na
literatura; ver, por exemplo, Patente US 4. 657. 760; 5. 206. 344; ou 5.

225.212.

[0402] Em algumas modalidades, em que a composicao farmacéutica compreende qualquer
uma das células imunes engenheiradas aqui descritas, a composicdo farmacéutica é
administrada a uma dosagem de pelo menos aproximadamente qualquer um de 104, 10°, 10°,
107, 108, ou 10° células/kg do peso corporal do individuo. Em algumas modalidades, a
composicao farmacéutica é administrada numa dosagem de qualquer de cerca de 10* a cerca
de 10°, cerca de 10° a cerca de 10°, cerca de 10° a cerca de 107, cerca de 107 a cerca de 108,
cerca de 10® a cerca de 10°, cerca de 10* a cerca de 10°, cerca de 10* a cerca de 10°, cerca de
10° a cerca de 108, ou cerca de 10° a cerca de 107 células/kg de peso corporal do individuo.
Em algumas modalidades, a composicao farmacéutica é administrada a uma dose de pelo
menos cerca de 1x10°, 2x10°, 3x10°, 4x10°, 5x10°, 6x10°, 7x10°, 8x10°, 9x10°, 1x108, 2x10°,
3x10%, 4x10°, 5x10°, 6x10°, 7x10°, 8x10°, 9x108, 1x10" células/kg ou

mais. Em algumas modalidades, a composi¢do farmacéutica é administrada a uma dose de
cerca de 3x10° a cerca de 7x10° células/kg, ou cerca de 3x10° células/kg.

[0403] Em algumas modalidades, a composicao farmacéutica é administrada por uma Gnica
vez. Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica € administrada por varias vezes
(como qualquer umadas 2, 3, 4, 5, 6 ou mais vezes). Em algumas modalidades, a composi¢ao
farmacéutica € administrada uma vez por semana, uma vez 2 semanas, uma vez 3 semanas,
uma vez 4 semanas, uma vez por més, uma vez por 2 meses, uma vez por 3 meses, uma vez
por 4 meses, uma vez por 5 meses, uma vez por 6 meses, uma vez por 7 meses, uma vez por
8 meses, uma vez por 9 meses, ou uma vez por ano. Em algumas modalidades, o intervalo
entre as administracdes € de cerca de 1 semana a 2 semanas, 2 semanas a 1 més, 2 semanas
a 2 meses, 1 més a 2 meses, 1 més a 3 meses, 3 meses a 6 meses ou 6 meses a um ano. A

dosagem ideal e o regime de tratamento para um paciente
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particular podem ser facilmente determinados por um versado na técnica do medicamento,
monitorizando o paciente para detectar sinais de doenca e ajustando o tratamento de acordo.
[0404] Além disso, as dosagens podem ser administradas por uma ou mais administracdes
separadas, ou por infusdo continua. Em algumas modalidades, a composic¢ao farmacéutica €
administrada em doses separadas, tal como cerca de qualquer uma das doses de 2, 3, 4, 5 ou
mais. Em algumas modalidades, as doses divididas sdo administradas ao longo de cerca de
uma semana. Em algumas modalidades, a dose é igualmente dividida. Em algumas
modalidades, as doses divididas séo cerca de 20%, cerca de 30% e cerca de 50% da dose
total. Em algumas modalidades, o intervalo entre as doses divididas consecutivas é de cerca
de 1 dia, 2 dias, 3 dias ou mais. Para administracdes repetidas ao longo de muitos dias ou
maiores, dependendo da condicdo, o tratamento € mantido até que ocorra uma supressao
desejada dos sintomas de doenga. No entanto, outros regimes de dosagem podem ser Uteis.
O progresso desta terapia é facilmente monitorado por técnicas e ensaios convencionais.
[0405] Em algumas modalidades, a quantidade da composicdo farmacéutica € eficaz para
causar uma resposta clinica objetiva no individuo. Em algumas modalidades, é
proporcionado um método para obter uma resposta clinica objetiva em um individuo com
mieloma mdaltiplo (por exemplo, mieloma mdltiplo recidivado ou refratério),
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de uma composicao
farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune engenheirada (tal como célula
T) compreendendo um CAR multivalente que compreende um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo uma
primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-BCMA) que liga
especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fracdo de ligacio BCMA
(como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um segundo epitopo do
BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em
que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes; e (2) um transportador
farmaceuticamente aceitadvelEm algumas modalidades, a Resposta Clinica Rigorosa (SCR) é
obtida no individuo.

[0406] Em algumas modalidades, a quantidade da composicdo farmacéutica é eficaz para

causar remissdo da doenga (parcial ou completa) no individuo. Em algumas modalidades, é
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proporcionado um método de causar remissdo da doenca (parcial ou completa) em um
individuo com mieloma multiplo (por exemplo, mieloma multiplo recidivado ou refratario),
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de uma composicao
farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune engenheirada (tal como célula
T) compreendendo um CAR multivalente que compreende um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo uma
primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-BCMA) que liga
especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fragdo de ligacdo BCMA
(como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um segundo epitopo do
BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em
que o primeiro epitopo e o0 segundo epitopo sdo diferentes; e (2) um transportador
farmaceuticamente aceitavelEm alguns, a remissdo clinica é obtida ap6s ndo mais que
qualquer um dos 6 meses, 5 meses, 4 meses, 3 meses, 2 meses, 1 més ou menos apos o
individuo receber a composi¢do farmacéutica.

[0407] Em algumas modalidades, a quantidade da composicdo farmacéutica é eficaz para
prevenir a recidiva ou progressdo da doenca do cancer no individuo. Em algumas
modalidades, é proporcionado um método de prevenir de recidiva ou progressdo da doenca
em um individuo com mieloma multiplo (por exemplo, mieloma multiplo recidivado ou
refratario), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de uma
composicdo farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune engenheirada (tal
como célula T) compreendendo um CAR multivalente que compreende um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo uma
primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-BCMA) que liga
especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fracdo de ligacio BCMA
(como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um segundo epitopo do
BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em
que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes; e (2) um transportador
farmaceuticamente aceitdvelEm algumas modalidades, a recidiva ou progressédo da doenca
é prevenida por pelo menos cerca de 6 meses, 1 ano, 2 anos, 3 anos, 4 anos, 5 anos ou mais.
[0408] Em algumas modalidades, a quantidade da composicdo farmacéutica é eficaz para

prolongar a sobrevida (tal como sobrevida livre de doenca) no individuo. Em algumas
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modalidades, a sobrevida é prolongada durante pelo menos cerca de 2, 3, 4, 5, 6, 12 ou 24
meses. Em algumas modalidades, é proporcionado um método de prolongar a sobrevida de
um individuo com mieloma mdaltiplo (por exemplo, mieloma mdultiplo recidivado ou
refratario), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de uma
composi¢do farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune engenheirada (tal
como célula T) compreendendo um CAR multivalente que compreende um polipeptideo
compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular compreendendo uma
primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-BCMA) que liga
especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fragdo de ligacdo BCMA
(como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um segundo epitopo do
BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular, em
que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes; e (2) um transportador
farmaceuticamente aceitavel

[0409] Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica é eficaz para melhorar a
qualidade de vida no individuo. Em algumas modalidades, é proporcionado um método de
melhorar a qualidade de vida de um individuo com mieloma multiplo (por exemplo, mieloma
maltiplo recidivado ou refratario), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de uma composicdo farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente que compreende
um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-
BCMA) que liga especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fragéo
de ligacdo BCMA (como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um
segundo epitopo do BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizag&o intracelular, em que o primeiro epitopo e o segundo epitopo séo diferentes; e (2)
um transportador farmaceuticamente aceitavel

[0410] Em algumas modalidades, a quantidade da composicdo farmacéutica é eficaz para
inibir o crescimento ou reduzir o tamanho de um tumor so6lido ou linfatico. Em algumas
modalidades, o tamanho do tumor solido ou linfatico é reduzido para pelo menos cerca de
10% (incluindo, por exemplo, pelo menos cerca de 20%, 30%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90%,
ou 100%). Em algumas modalidades, é proporcionado um método para inibir o crescimento

ou reduzir o tamanho de um tumor sélido ou linfatico num individuo.
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[0411] Em algumas modalidades, a quantidade da composi¢do farmacéutica € eficaz para
inibir a metastase do tumor no individuo. Em algumas modalidades, pelo menos cerca de
10% (incluindo, por exemplo, pelo menos, cerca de 20%, 30%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90%
ou 100%) de metéstase € inibida. Em algumas modalidades, é proporcionado um método de
inibir a metéstase tumoral de um individuo com mieloma multiplo (por exemplo, mieloma
multiplo recidivado ou refratario), compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de uma composicdo farmacéutica compreendendo:(1) uma célula efetora imune
engenheirada (tal como célula T) compreendendo um CAR multivalente que compreende
um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA (como um primeiro sdAb anti-
BCMA) que liga especificamente a um primeiro epitopo de BCMA, e uma segunda fracao
de ligacdo BCMA (como um segundo sdAb anti-BCMA) que liga especificamente a um
segundo epitopo do BCMA; (b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de
sinalizacdo intracelular, em que o primeiro epitopo e o segundo epitopo sdo diferentes; e (2)
um transportador farmaceuticamente aceitavelEm algumas modalidades, é proporcionado
um meétodo de inibicdo de metastase para o nédulo linfatico. Em algumas modalidades, é
proporcionado um método de inibicdo de metastase para o pulmdo. Em algumas
modalidades, é proporcionado um método de inibicdo de metéstase para o figado. A
metastase pode ser avaliada por quaisquer métodos conhecidos na técnica, tais como por
exames de sangue, exames de 0sso, exames de raios-X, tomografias computadorizadas (TC),

exames de PET e bidpsia.

VII. Kits e artigos de fabricagéo

[0412] S&o também proporcionados Kits, dosagens unitarias e artigos de fabricacdo
compreendendo qualquer dos anticorpos de dominio Unico, 0s receptores de antigeno
quiméricos ou as celulas efetoras imunes engenheiradas aqui descritas. Em algumas
modalidades, é proporcionado um kit que contém qualquer uma das composicoes
farmacéuticas aqui descritas e, de preferéncia, proporciona instrugdes para a sua utilizacao.
[0413] Os kits do presente pedido estdo em embalagens adequadas. As embalagens
adequadas incluem, mas néo estdo limitadas a, frascos, garrafas, jarros, embalagens flexiveis
(por exemplo, Mylar selado ou sacos plasticos) e semelhantes. Os Kits podem opcionalmente

proporcionar componentes adicionais, como tampdes e informagdes
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interpretativas. O presente pedido também proporciona artigos de fabricagéo, que incluem
frascos (tais como frascos selados), garrafas, jarros, embalagens flexiveis e semelhantes.
[0414] O artigo de fabricacdo pode compreender um recipiente e um rotulo ou bula no ou
associado com o recipiente. Recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas,
frascos, seringas, etc. Os recipientes podem ser formados a partir de uma variedade de
materiais como o vidro ou plastico. Geralmente, o recipiente mantém uma composicdo que
é eficaz para tratar uma doenca ou distarbio (tal como cancer) aqui descrita e pode ter uma
porta de acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode ser um saco de solucdo intravenosa
ou um frasco para injetdveis com uma rolha perfurante por uma agulha de injecéo
hipodérmica). O rotulo ou bula indica que a composicdo € usada para tratar a condicéo
especifica em um individuo. O rétulo ou bula incluird ainda instrucdes para administrar a
composic¢do ao individuo. O rétulo pode indicar instrucdes para reconstituicao e/ou uso. O
recipiente que contém a composicdo farmacéutica pode ser um frasco de uso mdaltiplo, que
permite administracfes repetidas (por exemplo de 2-6 administraces) da formulacéo
reconstituida. Bula refere-se as instrucGes habitualmente incluidas em embalagens
comerciais de produtos terapéuticos, que contém informacgdes sobre as indicacfes, uso,
dosagem, administracdo, contraindicagdes e/ou avisos quanto ao uso de tais produtos
terapéuticos. Adicionalmente, o artigo de fabricacdo pode compreender ainda um segundo
recipiente, compreendendo um tampdo farmaceuticamente aceitavel, tal como agua
bacteriostatica para injecdo (BWFI), solucdo salina tamponada com fosfato, solucdo de
Ringer e solucdo de dextrose. Pode incluir ainda outros materiais desejaveis do ponto de
vista comercial e do usuario, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas e
seringas.

[0415] Os kits ou o artigo de fabricacdo podem incluir doses unitarias multiplas da
composicao farmacéutica e instrucdes de uso, empacotadas em quantidades suficientes para
armazenamento e uso em farmaécias, por exemplo, farméacias hospitalares e farmacias de
Ccomposicao.

[0416] Os exemplos e as modalidades exemplificativas abaixo pretendem ser puramente
exemplificativos da invengéo e, portanto, ndo devem ser considerados como limitativos da
invencdo de qualquer maneira. Os seguintes exemplos e modalidades exemplificativos séo

oferecidos a titulo de ilustracdo e ndo como limitagao.
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VI11. Modalidades exemplificativas

[0417] A invencéo proporciona as seguintes modalidades:

[0418] Modalidade 1. Um anticorpo de dominio unico anti-BCMA (sdAb), compreendendo
qualquer um dos seguintes:(1) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:1; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:39;
e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:77; (2) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:2; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:40; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoéacidos da SEQ ID NO:78; (3) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:3; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:41; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:79; (4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:4; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:42; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:80; (5) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:5; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:43; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:81; (6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:6; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:44; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:82; (7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:7; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:45; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:83; (8) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:8; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:46; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:84; (9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:9; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:47; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:85; (10) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:10;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:48; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:86; (11) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:11; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:49; e uma CDR3
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compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:87; (12) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:12; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:50; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:88; (13) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:13; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:51; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:89; (14) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:14;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:52; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:90; (15) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:15; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:53; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:91; (16) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:16; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:54; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:92; (17) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:17;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:55; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:93; (18) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:18; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:56; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:94; (19) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:19; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:57; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:95; (20) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:20;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:58; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:96; (21) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:21; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:59; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:97; (22) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:22; uma CDR2
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compreendendo a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO:60; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:98; (23) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:23; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:61; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:99; (24) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:24; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:62; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:100; (25) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:25;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:63; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:101; (26) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:26; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:64; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:102; (27) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoéacidos da SEQ ID NO:27; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:65; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:103; (28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:28;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:66; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:104; (29) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:29; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:67; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:105; (30) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:30; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:68; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:106; (31) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:31;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:69; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:107; (32) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:32; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:70; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoécidos da SEQ ID NO:108; (33) uma CDR1
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compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:33; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO:71; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:109; (34) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:34; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:72; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:110; (35) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:35;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:73; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:111; (36) uma CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:36; uma CDR2 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:74; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO:112; (37) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:37; uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO:75; e uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO:113; or (38) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:38;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:76; e uma CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:114.

[0419] Modalidade 2. O sdAb anti-BCMA da modalidade 1, em que o sdAb anti-BCMA
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 115-152.

[0420] Modalidade 3. Um anticorpo anti-BCMA que compete com o sdAb anti-BCMA da
modalidade 1 ou 2.

[0421] Modalidade 4. O anticorpo anti-BCMA da modalidade 3, em que o anticorpo anti-
BCMA é um sdAb.

[0422] Modalidade 5. O sdAb anti-BCMA de qualquer uma das modalidades 1, 2 e 4, em
que o sdAb anti-BCMA é um anticorpo camelideo.

[0423] Modalidade 6. O sdAb anti-BCMA de qualquer uma das modalidades 1, 2 e 4, em
que o sdAb anti-BCMA é um anticorpo quimeérico.

[0424] Modalidade 7. O sdAb anti-BCMA de qualquer uma das modalidades 1, 2 e 4, em
que o sdAb anti-BCMA é humanizado.
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[0425] Modalidade 8. O sdAb anti-BCMA de qualquer uma das modalidades 1-2 e 4-7, em
que o sdAb anti-BCMA é um fragmento VxH.

[0426] Modalidade 9. Receptor de antigeno quimérico (CAR) compreendendo um
polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao antigeno extracelular
compreendendo o sdAb anti-BCMA de qualquer uma das modalidades 1-2 e 4-7; (b) um
dominio transmembranar; e (¢c) um dominio de sinalizacdo intracelular.

[0427] Modalidade 10. O CAR da modalidade 9, em que o dominio de ligacéo de antigeno
extracelular compreende pelo menos dois sdAbs anti-BCMA.

[0428] Modalidade 11. Receptor de antigeno quimérico multivalente (CAR), caracterizado
pelo fato de que compreende um polipeptideo compreendendo:(a) um dominio de ligacdo ao
antigeno extracelular compreendendo pelo menos duas fragdes de ligagdo ao BCMA;

(b) um dominio transmembranar; e (c) um dominio de sinalizacdo intracelular.

[0429] Modalidade 12. O CAR multivalente da modalidade 11, em que o dominio de ligacédo
ao antigeno extracelular compreende uma primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e uma
segunda fracdo de ligacdo ao BCMA.

[0430] Modalidade 13. O CAR multivalente da modalidade 12, em que uma ou mais da
primeira fragdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fragéo de ligacdo ao BCMA é um sdAb.
[0431] Modalidade 14. O CAR multivalente da modalidade 12 ou 13, em que a primeira
fracdo de ligacdo ao BCMA é um primeiro sdAb anti-BCMA e a segunda fracdo de ligacédo
ao BCMA é um segundo sdAb anti-BCMA.

[0432] Modalidade 15. O CAR multivalente da modalidade 12 ou 13 a primeira fracéo de
ligacdo ao BCMA é um sdAb anti-BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA ¢
derivada de um anticorpo humano.

[0433] Modalidade 16. O CAR multivalente da modalidade 12 ou 13, em que a primeira
fracéo de ligacdo ao BCMA é um sdAb anti-BCMA e a segunda fracéo de ligagdo ao BCMA
é um ligando de polipeptideo de BCMA.

[0434] Modalidade 17. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12 a 16, em
que a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracéo de ligacdo ao BCMA ligam-
se especificamente ao mesmo epitopo no BCMA.

[0435] Modalidade 18. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12-16, em
que a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracdo de ligagdo ao BCMA se ligam

especificamente a epitopos diferentes em BCMA.
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[0436] Modalidade 19. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12 a 18, em
que a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e/ou a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA liga-
se especificamente a um epitopo em BCMA derivado de uma sequéncia de aminoacidos
selecionada de SEQ ID NOs:388-394.

[0437] Modalidade 20. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12 a 19, em
que uma ou mais da primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao
BCMA ¢ o sdAb anti-BCMA da modalidade 1.

[0438] Modalidade 21. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12 a 20, em
que a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA esta localizada no N-terminal da segunda fracédo
de ligacdo ao BCMA.

[0439] Modalidade 22. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12 a 20, em
que a primeira fracao de ligacdo ao BCMA esté localizada no C-terminal da segunda fracdo
de ligacdo ao BCMA.

[0440] Modalidade 23. O CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 12-22, em
que a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracdo de ligacdo ao BCMA sdo
fundidas entre si através de um ligante peptidico.

[0441] Modalidade 24. O CAR multivalente da modalidade 23, em que o ligante peptidico
ndo tem mais de cerca de 50 aminoacidos de comprimento.

[0442] Modalidade 25. O CAR multivalente da modalidade 24, em que o ligante peptidico
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NOs:208-215.

[0443] Modalidade 26. O CAR ou 0 CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 9
a 25, em que o dominio transmembranar é derivado de uma molécula selecionada do grupo
que consiste em CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 ¢ PD1.

[0444] Modalidade 27. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 26, em que o dominio
transmembranar é derivado de CD8a ou CD28.

[0445] Modalidade 28. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 27, em que o dominio
transmembranar compreende a sequéncia de aminoacidos de SED ID NO:193 ou 194.
[0446] Modalidade 29. O CAR ou CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 9 a
28, em que o dominio de sinalizagéo intracelular compreende um dominio de sinalizagéo

intracelular primario de uma célula efetora imune.
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[0447] Modalidade 30. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 29, em que o dominio
transmembranar € derivado de CD3C.

[0448] Modalidade 31. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 30, em que o dominio
de sinalizacdo intracelular primario compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO:197 ou 198.

[0449] Modalidade 32. O CAR ou CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 9-
31, em que o dominio de sinalizacdo intracelular compreende um dominio de sinaliza¢do
coestimulador.

[0450] Modalidade 33. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 32, em que o dominio
de sinalizacdo coestimulador € derivado de uma molécula coestimuladora selecionada do
grupo que consiste em CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS,
CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 e combina¢des dos mesmos.
[0451] Modalidade 34. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 33, o dominio de
sinalizacdo coestimulador compreende um dominio citoplasméatico de CD28 e/ou um
dominio citoplasmaético de CD137.

[0452] Modalidade 35. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 34, em que o dominio
de sinalizacdo coestimulador compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:195
e/ou SEQ ID NO:196.

[0453] Modalidade 36. O CAR ou CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 32
a 35, em que o dominio de sinalizacdo intracelular compreende pelo menos dois dominios
de sinalizacdo coestimuladores.

[0454] Modalidade 37. O CAR ou CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 9 a
36, compreendendo ainda um dominio de dobradica localizado entre o C-terminal do
dominio de ligacdo ao antigeno extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar.
[0455] Modalidade 38. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 37, em que o dominio
de dobradica ¢ derivado de CD8a.

[0456] Modalidade 39. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 38, em que o dominio
de dobradiga compreende a sequéncia de aminoacidos de SED ID NO:192.

[0457] Modalidade 40. O CAR ou CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 9 a
39, compreendendo ainda um peptideo de sinal localizado no N-terminal do polipeptideo.
[0458] Modalidade 41. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 40, em que o peptideo

de sinal é derivado de CD8ao.
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[0459] Modalidade 42. O CAR ou CAR multivalente da modalidade 41, em que o peptideo
de sinal compreende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:191.

[0460] Modalidade 43. Um receptor de antigeno quimérico compreendendo uma sequéncia
de aminoéacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:216-256 e 298-335.
[0461] Modalidade 44. Um é&cido nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de
acido nucleico que codifica o CAR ou CAR multivalente de qualquer uma das
modalidades 11 a 43.

[0462] Modalidade 45. Um acido nucleico isolado da reivindicacdo 44, compreendendo uma
sequéncia de &cido nucleico selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:257-
297 e 336-373.

[0463] Modalidade 46. O &cido nucleico isolado da modalidade 45, compreendendo ainda
uma segunda sequéncia de &acido nucleico que codifica um segundo CAR, em que a
sequéncia de acido nucleico que codifica 0 CAR esta operacionalmente ligada a segunda
sequéncia de acido nucleico através de uma terceira sequéncia de &cido nucleico que codifica
um peptideo de autoclivagem.

[0464] Modalidade 47. O é&cido nucleico isolado da modalidade 46, o peptideo de
autoclavagem é selecionado do grupo que consiste em T2A, P2A e F2A.

[0465] Modalidade 48. O acido nucleico isolado da modalidade 47, a terceira sequéncia de
acido nucleico é a SEQ ID NO:385.

[0466] Modalidade 49. O &cido nucleico isolado de qualquer uma das modalidades 44-48, o
acido nucleico isolado € uma molécula de RNA.

[0467] Modalidade 50. Um vetor compreendendo o acido nucleico isolado de qualquer uma
das modalidades 44 a 49.

[0468] Modalidade 51. O vetor da modalidade 50, em que o vetor € um vetor de expressao.
[0469] Modalidade 52. O vetor da modalidade 50 ou 51, em que o vetor é um vetor viral.
[0470] Modalidade 53. O vetor da modalidade 52, em que o vetor € um vetor lentiviral.
[0471] Modalidade 54. O vetor da modalidade 50 ou 51, em que 0 vetor € um vetor ndo
viral.

[0472] Modalidade 55. Uma célula efetora imune engenheiradas, compreendendo o CAR ou
CAR multivalente de qualquer uma das modalidades 9 a 43, o acido nucleico isolado de
qualquer uma das modalidades 44 a 49, ou o vetor de qualquer uma das modalidades 50 a
54.
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[0473] Modalidade 56. A célula efetora imune engenheirada da modalidade 55, em que a
célula efetora imune engenheirada é uma célula T, uma célula NK, uma célula mononuclear
de sangue periférico (PBMC), uma célula-tronco hematopoiética, uma célula- tronco
pluripotente ou uma célula-tronco embrionéria.

[0474] Modalidade 57. A célula efetora imune engenheirada da modalidade 56, em que a
ceélula efetora imune é uma célula T.

[0475] Modalidade 58. Uma composicdo farmacéutica, compreendendo a célula efetora
imune engenheirada de qualquer uma das modalidades 55 a 57 e um transportador
farmaceuticamente aceitavel.

[0476] Modalidade 59. Um método de tratamento de cancer num individuo compreendendo
administrar ao individuo uma quantidade eficaz da composicéo farmacéutica da modalidade
58.

[0477] Modalidade 60. O método da modalidade 59, em que o cancer € mieloma multiplo.
[0478] Modalidade 61. O método da modalidade 60, em que o cancer é mieloma multiplo
refratario ou recidivado.

[0479] Modalidade 62. O método de qualquer uma das modalidades 59 a 61, em que a
celula efetora imune engenheirada é autéloga.

[0480] Modalidade 63. O método de qualquer uma das modalidades 59 a 61, em que a
celula efetora imune engenheirada é alogénica.

[0481] Modalidade 64. O método de qualquer uma das modalidades 59 a 63, em que 0
individuo é humano.

[0482] Modalidade 65. O método de qualquer uma das modalidades 59-64, em que a
composicdo farmacéutica é administrada intravenosamente.

[0483] Modalidade 66. O método de qualquer uma das modalidades 59 a 65, em que a
composicdo farmacéutica ¢ administrada a uma dose de cerca de 1x10° a cerca de 1x10’
células/kg.

[0484] Modalidade 67. O método de qualquer uma das modalidades, 59 a 66, em que a
composicao farmacéutica é administrada em 3 doses divididas durante cerca de uma semana.
[0485] Modalidade 68. Uso da composicdo farmacéutica da modalidade 58 para tratar o

cancer em um individuo.
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[0486] Modalidade 69. Uso da composigdo farmacéutica da modalidade 58 na preparagéo
de um medicamento para tratar o cancer em um individuo.

[0487] Modalidade 70. Uma composicao farmacéutica, compreendendo o sdAb anti- BCMA
de qualquer uma das modalidades 1 a 8.

[0488] Modalidade 71. Um meétodo de tratamento de uma doenga num individuo
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz da composi¢édo
farmacéutica da modalidade 70.

[0489] Modalidade 72. O método da modalidade 71, em que a doenca € cancer.

EXEMPLOS

[0490] Os exemplos discutidos abaixo pretendem ser puramente exemplificativos da
invencéo e nao devem ser considerados como limitativos da invencdo de qualquer forma. Os
exemplos ndo pretendem representar que as experiéncias abaixo sdo todas ou as Unicas
experiéncias realizadas. Esforgos tém sido feitos para garantir a precisdo em relagdo aos
nameros usados (por exemplo, quantidades, temperaturas etc.) mas alguns erros
experimentais e desvios devem ser contabilizados. A menos que indicado de outra forma, as
partes sdo partes em peso, peso molecular é o peso molecular médio, temperatura é em graus

centigrados e pressdo é atmosférica ou préxima a atmosférica.

Exemplo 1. Preparacgédo de sdAbs anti-BCMA

[0491] Para desenvolver sdAbs com alta afinidade de ligacdo ao BCMA, lhamas foram
imunizadas com um antigeno BCMA recombinante. Uma biblioteca de exibicéo de fagos foi
entdo construida para identificar lideres VuH. Clones distintos foram colhidos
aleatoriamente e foram classificados de acordo com a regido de determinacdo da
complementaridade da cadeia pesada 3 (CDR3), uma regido que pode desempenhar um
papel importante na ligacdo do antigeno. Um protocolo exemplificativo é descrito abaixo.
Outros protocolos para preparar sdAbs foram descritos. Ver, por exemplo, Els Pardon et al,
Nature Protocol, 2014; 9(3):674.

1. Ensaio de imunizagédo animal e resposta imune
1.1 Imunizagéo animal

[0492] Um imundgeno compreendendo uma proteina BCMA humana recombinante com
uma etiqueta Fc C-terminal (ACRO Biosystems, Cat No. :BC7-H5254) foi misturado com
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adjuvante ou PBS e injetado em lhamas. Os animais foram imunizados pelo vendedor de
servicos (Cedarline) por sete vezes, tipicamente com 200 pg de imundgeno e CFA (adjuvante
completo de Freund) a cada intervalo de aproximadamente 1 semana a 2 semanas. As
amostras de sangue foram coletadas na fase de pré-imunizagéo e apds a 5% e a 72 imunizacao.
Apos varias rodadas de imunizacao, as reagdes imunes das lhamas contra o antigeno alvo
foram avaliadas para confirmar o titulo de sdAbs especificos de antigeno. Os linfécitos foram
isolados por centrifugacdo em gradiente de cerca de 100 ml de sangue periférico. As células
foram suplementadas com RNALATER™ e armazenadas a -80°C. Os soros foram obtidos
por centrifugacgdo de amostras de sangue anticoagulado e armazenados a -80°C.

1.2 Fracionamento de IgG

[0493] O fracionamento da subclasse 1gG foi realizado de acordo com o Procedimento
Operacional Padréo da GenScript. As subclasses de IgG foram fracionadas a partir de soro
de sangramento terminal utilizando as proteinas Proteina G e Proteina A. A amostra de soro
de 1 ml foi carregada sobre uma coluna de 1 ml HITRAP® de Proteina G HP, e a coluna foi
lavada com 10 ml de tampao de fosfato (20 mM, pH 7,0). A fracdo IgG3 (PM 100,000 Da)
foi eluida com NaCl 0,15 M, &cido acético 0,58% (pH 3,5), e o eluato foi neutralizado com
Tris-HCI 1 M (pH 9,0) até pH 7,4. Posteriormente, a fragdo IgG1 (PM 170,000 Da) foi eluida
com glicina-HCI 0,1 M (pH 2,7) e o eluato foi neutralizado com Tris-HCI 1 M (pH 8,5) até
pH 7,4. O fluxo de coluna HITRAP® de Proteina G HP foi entfo carregado em uma coluna
de 1 ml HITRAP® de Proteina A HP, e a coluna foi lavada com 20 ml de tampdo de fosfato
(20 mM, pH 7,0). A fracdo IgG2 (MW 100,000 Da) foi eluida com NaCl 0,15 M, &cido
acetico 0,58% (pH 4,5), e o eluato foi neutralizado com Tris-HCI 1 M (pH 9,0) até pH 7,4.
As concentragdes dos anticorpos purificados de IgG1, IgG2 e 1gG3 foram determinadas por

OD280 e a pureza de cada uma foi avaliada por analise SDS-PAGE redutora e ndo redutora.

1.3 Ensaio de resposta imune

[0494] A resposta imune das Ihamas foi avaliada por ELISA, no qual as amostras de soro
e lgG purificadas foram testadas quanto a ligacdo a imundgenos imobilizados. A pre-
imunizacdo coletada de soros, apds a 5% imunizacdo e no sangramento terminal foi avaliada.

O antigeno (i. e., proteina de antigeno humano recombinante) foi diluido em
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tampao de revestimento a 4 pug/ml. A placa de microtitulacdo foi revestida com antigeno
diluido a 4°C durante a noite. A placa foi entdo lavada 3 vezes com tampdo de lavagem
seguido de blogueio a temperatura ambiente durante 2 horas. A placa foi subsequentemente
lavada 4 vezes com tampdo de lavagem. Uma série de soros ou 1gG diluidos foram
adicionados a placa e incubados a temperatura ambiente durante 1,5 horas. A placa foi entdo
lavada 4 vezes com tampdo de lavagem. O anticorpo secundario IgG anti-lhama conjugado
com HRP foi adicionado a placa e incubado a temperatura ambiente durante 1 hora. Apés a
lavagem, o substrato de TMB foi adicionado a cada poco e incubado durante 10 minutos
antes de parar com HCI 1 M. Para quantificar a ligacdo, mediu-se a absorbancia a 450 nm
para cada poco utilizando um espectrémetro MK3.

2. Construcédo de biblioteca de exibicédo de fago de VnH

2.1 Extracdo de RNA

[0495] O RNA total foi extraido dos linfocitos isolados (de 1.1.1) usando Reagente
TRIZOL® de acordo com o protocolo do fabricante. A quantidade e a qualidade do RNA
total foram avaliadas por eletroforese em gel e quantificadas medindo a absorbancia a
0D260/280.

Amplificagdo 2. 2 RT-PCR e VuH

[0496] O RNA total foi transcrito reverso em CADN com um iniciador oligo(dT)2o
usando Kit de Sintese de cDNA de 12 Fita PRIMESCRIPT™ de acordo com o protocolo do
fabricante. Seis iniciadores degenerados para frente e dois reversos especificos foram
projetados para amplificar os fragmentos VuH, que tinham dois sitios de restricdo Bgll
introduzidos. Os fragmentos VyH foram amplificados de acordo com o procedimento
operacional padrdo da GenScript conforme descrito abaixo.

[0497] As regibes variaveis das imunoglobulinas de cadeias pesadas (isto &, VuHS)
foram amplificadas usando uma reagdo em cadeia da polimerase em duas etapas (PCR). No
primeiro PCR, misturou-se 100 ng de molde de cDNA com iniciadores CALLO01 (SEQ ID
NO:374) e CALLO002 (SEQ ID NO:375). Os produtos de DNA da primeira reacdo de PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Apds a purificagdo em gel, os produtos
de DNA do primeira PCR foram utilizados como modelos no segundo PCR. O segundo PCR
foi realizado com os iniciadores BACK-1 (SEQ ID NO:376), BACK-2 (SEQ ID NO:377) e
PMCF (SEQ ID NO:378). Os segundos produtos amplificados de PCR que
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contém os fragmentos de PCR VnxH foram purificados em gel e digeridos por enzima, e
depois inseridos em plasmideos fagemideos. Os plasmideos recombinantes com fragmentos
de gene VHH foram eletrotransferidos para células E. coli para gerar a biblioteca imune de
exibicao de fagos VHH.

[0498] O procedimento da reacdo de PCR tem uma etapa de desnaturacéo inicial a 94°C
fpor 7 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, e 72°Cpor 1 min; e
seguido de uma etapa de extensdo final a 72°C por 7 min.

2. 3 Construcéo de biblioteca de fago

[0499] Os produtos de PCR VyH foram obtidos por amplificacdo usando diferentes pares
de iniciadores. Os produtos de PCR foram ent&o digeridos com Bgll e purificado em gel. Os
fragmentos purificados em gel foram inseridos no vetor de fagemideo interno da GenScript.
Foi construida uma biblioteca piloto para otimizar as condic¢Ges de ligagdo e transformacao.
As condicOes otimizadas de ligacdo e transformacao foram empregadas para desenvolver a
biblioteca de fagemideos. Uma pequena porcdo das células transformadas foi diluida e
listada em placas de 2 x YT suplementadas com 100 pg/ml de ampicilina. As colonias foram
contadas para calcular o tamanho da biblioteca. Clones positivos foram selecionados
aleatoriamente e sequenciados para avaliar a qualidade da biblioteca. O resto das células
transformadas foram listadas em placas de YT suplementadas com 100 pg/ml de ampicilina
e 2% de glicose. Partes de coldnias foram raspados dos pratos. Uma pequena aliquota das
células foi utilizada para o isolamento do plasmideo da biblioteca. O resto foi suplementado

com glicerol e armazenado a -80°C como estoque.

3. Panning para exibicdo de fago
3.1 Biopanning

[0500] A biblioteca de fago VnH construida foi analisada contra proteina BCMA
humana recombinante e células CHO que expressam BCMA humano (isto é, células CHO-
BCMA, preparadas internamente pela Legend Biotec), respectivamente, usando um
procedimento padrdo desenvolvido pela GenScript. O estoque da biblioteca cresceu até a
fase logaritmica e, em seguida, a biblioteca foi resgatada com o fago auxiliar M13KO7 e foi
amplificada durante a noite a 25°C num agitador. O fago foi entdo precipitado com
PEG/NacCl, ressuspenso em PBS e armazenado a -80°C. Para panning em fase sélida, 0s
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pocos das microplacas foram revestidos com proteina BCMA humana recombinante em PBS
a 4°C durante a noite. Para a filtracdo em fase liquida, as células CHO-BCMA foram
bloqueadas com tampdo de blogueio a temperatura ambiente durante 1 hora. Durante a etapa
de revestimento ou bloqueio, as particulas de fago foram pré-incubadas com o tampéo de
bloqueio e a proteina de controle Fc em pocos de microplacas. Apos a pré- incubacao, as
particulas de fago foram adicionadas aos pocos revestidos com proteinas BCMA ou solucao
CHO-BCMA respectivamente e incubadas durante 1 hora. Ap6s a incubacdo, os fagos
unidos e ndo ligados especificamente foram lavados lavando os pog¢os ou as células CHO-
BCMA com PBST por seis vezes suplementado com duas lavagens adicionais de PBS. As
particulas de fago ligadas foram eluidas por trietilamina 100 mM (TEA), e o eluato foi
neutralizado por Tris-HClI 1 M (pH 7,4). Metade do eluato foi usado para infectar

crescimento exponencial de células E. coli TG1 (ODeoo = 0,4~ 0,6) para titulagio de saida.

3.2 ELISA de fagos

[0501] O ELISA de fagos foi realizado para identificar clones especificos dos antigenos
alvo. Os clones de fagos de saida individual foram cultivados em placas de 96 pocos
profundos e resgatados por fagos auxiliares M13KO7 durante a noite. Para identificar clones
que se ligam a proteinas de antigeno, as placas de microtitulacdo ELISA de 96 pocos foram
revestidas com proteina de BCMA humano recombinante e proteina de controle Fc,
respectivamente, em tampéo de revestimento durante a noite a 4°C e as placas foram entdo
blogueadas com tampéo de blogueio. Ap6s o bloqueio, aproximadamente 50 ul por pogo do
sobrenadante do fago da cultura de células durante a noite foi adicionado as placas durante
1,5 horas de incubacdo a 4°C. As placas foram lavadas quatro vezes e 0 anticorpo
monoclonal anti-M13 conjugado com HRP foi adicionado as placas durante 45 minutos de
incubacéo a 4°C. As placas foram novamente lavadas cinco vezes e a solugéo de substrato
foi adicionada aos pogos para desenvolvimento. A absorcdo a 450 nm foi medida para cada
pOCoO.

[0502] Para identificar os clones que se ligam as células CHO-BCMA, as células CHO-
BCMA foram blogueadas com tampé&o de blogueio a temperatura ambiente durante 1 hora.
Apbs o bloqueio, adicionou-se aproximadamente 20 pl por pogo de sobrenadante de fago da
cultura celular durante a noite as solucdes celulares durante 1 hora de incubagdo a

temperatura ambiente. Apds as células serem lavadas 4 vezes, o anticorpo monoclonal anti-
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M13 conjugado com HRP foi adicionado durante 30 minutos de incubacéo a temperatura
ambiente. As células foram lavadas cinco vezes e a solucdo de substrato foi entdo adicionada
para o desenvolvimento. A absorcdo foi medida a 450 nm. Apds o panning, clones de fagos
positivos para ELISA foram selecionados aleatoriamente e 0 DNA foi preparado a partir de
fagos de saida usando kits de extracdo de plasmideo. Os VuHSs anti- BCMA nos plasmideos

foram sequenciados.

Exemplo 2. Preparacao de receptores de antigeno quimeérico de BCMA monovalentes
exemplificativos

[0503] Uma sequéncia de acido nucleico que codifica um polipeptideo de espinha dorsal
de CAR que compreende do N-terminal ao C-terminal: um dominio de dobradiga CD8a, um
dominio transmembranar CD28, um dominio citoplasméatico CD28, um dominio
citoplasmatico CD137 e um dominio citoplasmatico CD3( foram sintetizados quimicamente
e clonados num vetor lentiviral pré-modificado a jusante e operacionalmente ligados a um
promotor constitutivo de hEFla. O vetor de espinha dorsal de CAR resultante foi
denominado “PLLV-hEF1a-8281373”. Os sitios de multiclonagem (MCS) no vetor
permitiram a inser¢do de uma sequéncia de acido nucleico compreendendo uma sequéncia
de Kozak (SEQ ID NO:379) operacionalmente ligada a uma sequéncia de acido nucleico
codificando um peptideo de sinal CD8a fundido com o N-terminal de um fragmento VuH
no vetor PLLV-hEF10-8281373, a montante e operacionalmente ligado a sequéncia de
espinha dorsal de CAR.

[0504] Para construir um CAR monoespecifico com um Unico dominio VxH usando a
espinha dorsal PLLV-hEF10-8281373, a sequéncia de &cido nucleico que codifica ao
dominio VnH estava operacionalmente ligada ao 3' da sequéncia de acido nucleico que
codifica o peptideo de sinal CD8a. A sequéncia de acido nucleico de fusao foi sintetizada
quimicamente e clonada na espinha dorsal de CAR PLLV-HEF1a-8281373 via EcoRI (SEQ
ID NO:380:5’-GAATTC-3") e Spel (SEQ ID NO: 381:sitios de restrigao 5'- ACTAGT-3')
por técnicas de clonagem molecular conhecidas na técnica. A Tabela 4 lista os vetores que
foram construidos para expressar os CARs anti-BCMA monovalentes monoespecificos
exemplificativos.

[0505] Para facilitar a insercdo adicional de sequéncias adicionais, como um nucleotideo

que codifica um segundo VwH, ao projetar um construto de CAR
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monoespecifico, sitios de restri¢do incluindo Hpal (SEQ ID NO:382:5’-GTTAAC-3"), Mlul
(SEQ ID NO:383:5’-ACGCGT-3"), Nsil (SEQ ID NO:384:5’-ATGCAT-3") os sitios
foram incluidos entre a sequéncia de 4cido nucleico do peptideo de sinal CD8a e a Sequéncia
VuH de &cido nucleico.

[0506] A mistura de plasmideo de empacotamento de lentivirus incluindo pCMV-AR-
8.74 e pMD2.G (Addgene #12259) foi pré-misturada com os vetores PLLV-hEF1a- 8281373
tendo fragmentos VuH numa razéo pre-otimizada com polieterimida (PEI), depois misturou-
se adequadamente e incubou-se a temperatura ambiente durante 5 minutos. A mistura de
transfeccdo foi entdo adicionada gota a gota as células HEK293 e misturada suavemente.
Depois, as células foram incubadas durante a noite a 37°C e 5% de incubador de células com
COsz. Os sobrenadantes foram recolhidos apos centrifugacdo a 4°C, 500 g durante 10 min.
[0507] Os sobrenadantes contendo virus foram filtrados através de um filtro PES de 0,45
um, seguido de ultracentrifugagdo para concentragdo de lentivirus. Apds ultracentrifugacéo,
0s sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os granulos de virus foram
enxaguados com precaucdo com DPBS pré-resfriado. O virus foi dividido em aliquotas
corretamente, depois armazenado a -80°C imediatamente. O titulo do virus foi determinado

pela p24 com base no kit HTRF desenvolvido pela GenScript.

Preparacao de PBMC:

[0508] Os leucacitos foram coletados de doadores saudaveis por aférese e a concentracéo
celular foi ajustada para 5x10° células/ml em meio R10. Os leucdcitos foram entdo
misturados com solugdo de NaCl a 0,9% a uma razéo de 1:1 (v/v). O meio de linfoprep de 3
ml foi adicionado a um tubo de centrifuga de 15 ml e 6 ml de mistura de linfocitos diluidos
foram lentamente em camadas em cima do meio de linfoprep. A mistura de linfécitos foi
centrifugada a 800 g durante 30 minutos sem paradas a 20°C. A camada leucocitéria de
linfécitos foi entdo recolhida com uma pipeta de 200 ul. A fracao colhida foi diluida pelo
menos 6 vezes com 0,9% de NaCl ou R10 para reduzir a densidade da solucdo. A fracéo
colhida foi entdo centrifugada a 2509 durante 10 minutos a 20°C. O sobrenadante foi
aspirado completamente, e 10 ml de R10 foram adicionados ao pelete celular para
ressuspender o pelete celular. A mistura foi ainda centrifugada a 250 g durante 10 minutos
a 20°C. O sobrenadante foi novamente aspirado. Foram adicionados 2 ml de R10 pré-

aquecidos a 37°C com 100 Ul/ml de IL-2 ao pelete celular e o pelete celular foi
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ressuspenso suavemente. O numero da célula foi determinado ap6s a coloragdo com Trypan

Blue, e esta amostra de PBMC estava pronta para experiéncias posteriores.

Purificacdo de células T

[0509] As células T humanas foram purificadas a partir de PBMCs usando o kit de
isolamento de células T de Miltenyi Pan (Cat # 130-096-535), seguindo o protocolo do
fabricante conforme descrito abaixo. O nimero de célula foi primeiro determinado e a
suspensdo celular foi centrifugada a 300 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi entdo
aspirado completamente, e os peletes celulares foram ressuspensos em 40 ul de tampé&o por
107 células totais. 10 pl de coquetel de biotina-anticorpo Pan T Cell foi adicionado por 107
células totais, misturado completamente e incubado por cerca de 5 minutos no refrigerador
(2~8°C). 30 pl de tampao foi entdo adicionado por 107 células. Adicionaram-se 20 pl de
Cocktail MicroBead de Pan T Cell por 107 células. A mistura de suspensao de células foi
bem misturada e incubada durante mais 10 minutos no refrigerador (2~8°C). E necessario
um minimo de 500 pl para a separacdo magnética. Para a separacdo magnética, uma coluna
LS foi colocada no campo magnético de um separador MACS adequado. A coluna foi
preparada lavando com 3 ml de tampéo. A suspensao celular foi entdo aplicada na coluna, e
coletou-se fluxo através de células ndo marcadas, o que representou as fracdes de células T
enriquecidas. As células T adicionais foram recolhidas lavando a coluna com 3 ml de tampéo
e coletando células ndo marcadas que passam. Essas células ndo marcadas representaram
novamente as células T enriquecidas, e foram combinadas com o fluxo da etapa anterior. As
células T enriquecidas agrupadas foram entdo centrifugadas e novamente suspensas em R10
+ 100 Ul/ml de IL-2.

[0510] Ascélulas T preparadas foram subsequentemente pré-ativadas por 48-96 horas com
kit de ativacdo/expansdo de células T humanas (Miltenyi #130-091-441) de acordo com o
protocolo do fabricante em que as particulas de MACSiBead anti-CD3/CD28 foram

adicionadas em uma razdo de granulo para célula de 1:2.

Ensaio de citotoxicidade in vitro

[0511] Ascélulas T pré-ativadas foram transduzidas com estoque de lentivirus na presenca
de 7 pg/ml de polibreno com centrifugagdo a 1200 g, 32°C durante 1,5 h. As células
transduzidas foram entdo transferidas para a incubadora de cultura celular para expresséo de

transgene em condic¢des adequadas.
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[0512] No dia 3 ou no dia 7 pos-transducéo, as células T transduzidas foram colhidas e
coincubadas com ceélulas tumorais numa razdo de células efetoras (CAR-T) para células
alvo de 20:1 durante 20 horas. As células alvo foram linhagem de células de mieloma
multiplo humano RPMI18226.Luc, células da linhagem celular humana K562.BCMA.Luc
que expressam recombinantemente BCMA, K562. CD19. Linhagem celular Luc que
expressa de forma recombinante CD19, ou células da linhagem celular de glioblastoma
humano U87MG.Luc. Todas as linhagens celulares foram engenheiradas internamente para
expressar a luciferase do pirilampo. Para testar a citotoxicidade de CAR-T em células
tumorais, os reagentes de ensaio de luciferase luminescente ONE-GLO™
(Promega#E6110) foram preparados de acordo com o protocolo do fabricante e
adicionados as células cocultivadas para detectar a atividade de luciferase restante no poco.
Uma vez que a luciferase é expressa apenas nas células alvo, a atividade de luciferase
restante no poco se correlaciona diretamente com o numero de células alvo viaveis no
poco. A atividade de luciferase maxima foi obtida pela adi¢do de meios de cultura a células
alvo na auséncia de células efetoras. A atividade minima de luciferase foi determinada pela
adicéo de Triton X-100 numa concentracdo final de 1% no momento em que 0s ensaios de
citotoxicidade foram iniciados. A citotoxicidade especifica foi calculada pela formula:% de
Citotoxicidade especifica = 100% * (1- (RLUsample-RLUmin)/(RLUmax-RLUmin)).
[0513] CAR exemplificativos monovalentes que direcionam BCMA (CD269) foram
selecionados e testados no ensaio de citotoxicidade. Como mostrado na FIG. 1A, entre um
primeiro grupo de CARs BCMA monovalentes testados, os clones selecionados exibiram
diferentes niveis de citotoxicidade contra células da linhagem celular de mieloma multiplo
RPMI8226.Luc, com mais que 60% de CAR-Ts baseados em Vy H mostrando > 50% de
citotoxicidade contra células RPMI8226.Luc. O CAR-T baseado nos clones 269A37346,
269A37348, 269A37353 e 269A37355 foram selecionados para testes adicionais. Em
particular, o CAR-T baseado nos clones 269A37346, 269A37348, 267A37353 e
269A37355 exibiu potente citotoxicidade contra a linhagem celular RPMI18226.Luc de
células de mieloma multiplo com mais que 20% a 30% em morte celular de
RPMI8226.Luc por tratamento com CAR-T em comparagdo com as células T de controle
néo transduzidas (UnT). No entanto, tal aumento de citotoxicidade ndo ocorreu contras as
células U87MG.Luc de linhagem celular de glioblastoma humano (ver FIG. 1B). Nao
foram detectados efeitos significativos de citotoxicidade contra U87MG.Luc por estas
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células T-CAR monovalentes baseadas em VyH em comparagdo com controles UnT. A
observacao acima indicou que alguns destes clones podem ser especificos para o alvo e
potentes contra células positivas para BCMA.

[0514] Um segundo grupo de CARs BCMA monovalentes exemplificativos foi avaliado
para citotoxicidade in vitro, O GSS005, um CAR compreendendo um scFv anti-BMCA,
serviu como um controle positivo. O GSI026, um CAR compreendendo um scFv anti-
EGFRVIII, serviu como controle negativo. Conforme mostrado nas FIGs. 2A-2B, os clones
selecionados exibiram diferentes niveis de citotoxicidade contra as células de mieloma
multiplo RPMI8226.Luc e BCMA sobre-expressando a linhagem celular estavel
K562.BCMA.Luc. Nenhum clone mostrou citotoxicidade potente contra a linhagem celular
negativa BCMA K562.CD19.Luc (FIG. 2C). Entre estes clones, os CAR-T baseados em
269B005S, 269B028S, 269B030S, 269B054S, 269B060S, 269B069S, 269B093S,
269B094S, 269B104S, 269B109S, 269B110S e 269B129S foram mais potentes de acordo
com os dados de citotoxicidade.

Liberacéo de IFNgama

[0515] Além disso, os sobrenadantes dos ensaios de cocultura in vitro foram coletados para
avaliar a liberacdo de citocinas induzidas por CAR, por exemplo, liberacdo de interferon
gama (isto é, IFNy). Como mostrado na FIG. 3, as células T expressando CARs BCMA
monovalentes selecionadas liberaram altos niveis de IFNy ao cocultivar com células alvo
expressando BCMA K562.BCMA.Luc. CAR-Ts nao especificos, como GSI026, ou células
T nao transferidas (UnT) ndo induziram liberacdo de IFNy na cocultura. Os dados de

liberac&o de citocinas sdo consistentes com os dados de citotoxicidade in vitro,

Exemplo 3. Preparacédo de receptores de antigeno quimérico multivalente de BCMA
exemplificativos

[0516] CARs baseados em VHH multivalentes podem ser construidos pela clonagem de
uma sequéncia de acido nucleico que codifica multiplas cépias de um VuH, ou multiplos
VHHs diferentes fundidos entre si atraves de ligantes peptidicos num vetor de espinha dorsal
do dominio de sinal CAR. Exemplos de construtos de CAR BCMA multivalentes sdo
mostrados na Tabela 5. Estes construtos foram preparados por fusdo de 2-3 VnHs anti-

BCMA por ligantes peptidicos de glicina-serina seguidos pela sintese direta desta
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sequéncia de fusdoem combinacdo com uma sequéncia de &cido nucleico de peptideo de
sinal Kozak-CD8a, e clonagem na espinha dorsal de CAR PLLV-hEF10-81373 atraves de
sitios de restricdo EcoRlI e Spel. Os construtos de CAR BCMA monovalentes também foram
clonados na mesma espinha dorsal de CAR PLLV-hEF10-81373 para servir como controles
(por exemplo, GSI5011, GSI5019, e GSI15020, Tabela 4).

[0517] Os vetores lentivirais que transportam genes de CAR foram empacotados e titulados
com protocolos como descrito no Exemplo 2. Usando os protocolos descritos no Exemplo
2, foram preparadas PBMC humanas a partir de sangue periférico de voluntérios para o
isolamento adicional de células T priméarias humanas usando kits de isolamento de células
PanT de Miltenyi. As células T purificadas foram pré-ativadas e expandidas utilizando
microgranulos Miltenyi anti-CD3/CD28 como descrito no Exemplo 2. As células T pré-
ativadas foram entdo transduzidas com estoque de lentivirus na presenga de 7 ug/ml de
polibreno por centrifugacdo a 1200 g, 32°C durante 1,5 h. As células transduzidas foram
entdo transferidas para a incubadora de cultura celular para expressao de transgene em

condicdes adequadas.

Ensaio de citotoxicidade in vitro

[0518] No dia 3 pos-transducdo, as células T transduzidas foram colhidas e coincubadas
com células tumorais. Para ensaiar a citotoxicidade de CAR-T em células tumorais, foram
adicionados reagentes de ensaio de luciferase luminescente ONE-GLO™ as células
cocultivadas e a citotoxicidade especifica para cada CAR-T foi medida como descrito no
Exemplo 2.

[0519] Em uma primeira experiéncia, 0 CAR BCMA monovalente (GSI5011), o CAR
BCMA bivalente (GS15014), e 0 CAR BCMA trivalente (GS15015) expressando células T
foram cocultivados com células RPMI18226.Luc numa razéo efetor para alvo de 20:1 durante
20 horas. Todos os trés construtos de CAR compreendem dominios VHH anti- BCMA do
clone 269A37346. Como mostrado na FIG. 4A, a porcentagem especifica de lise de células
RPMI8226.Luc foram 63,25 + 2,64% por células T-CAR expressando GSI5011, 61,04 +
2,75% por células T-CAR expressando GSI5014 e 59,57 + 2,64% por células T-CAR
expressando GSI5015, em comparagdo com 0,05% + 2,33% por células T de controle ndo
transduzidas (UnT). Os CARs BCMA testados possuindo diferentes modalidades de ligacéo
ao antigeno tinham potente atividade antitumoral contra células positivas para BCMA.
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[0520] Numa segunda experiéncia, CARs BCMA bivalentes exemplificativos (GS15021-
GSI15026) possuindo duas fracdes de ligacdo de BCMA diferentes 269A37353 e 269A37917
foram testados. Células T engenheiradas expressando cada CAR BCMA bivalente foram
cocultivadas com células RPMI18226.Luc numa raz&o efetor para alvo de 20:1 durante 20
horas. Os CARs BCMA monovalentes, GSI5019 e GSI5020 também foram testados para
comparacdo. Como mostrado na FIG. 4B, a porcentagem especifica de lise de células
RPMI8226.Luc foram 88,21 + 1,29% por células T-CAR expressando GSI15019, 93,84 +
1,13% por células T-CAR expressando GSI5020, 71,45 + 1,79% por

células T-CAR expressando GSI5021, 99. 80 + 0. 45% por células T-CAR expressando
GSI15022, 97,46 + 0,50% por células T-CAR expressando GS15023, 81,29 + 1,27% por
células T-CAR expressando GSI5024, 93,50 + 0,47% por células T-CAR expressando
GSI15025, 87,83 + 0,23% por células T-CAR expressando GS15026, respectivamente, em
comparacdo com 13,49% + 1,75% por células T de controle ndo transduzidas (UnT).
Também, como representado na FIG. 4C, a porcentagem especifica de lise da linhagem
celular UB7MG.Luc de BCMA foi 2,84 + 7,41% por celulas T-CAR expressando GSI15019,
15,50 + 2,24% por células T-CAR expressando GSI5020, 6,74 + 3,37% por células T-CAR
expressando GSI15021, 8,03 = 2,36% por células T-CAR expressando GSI5022, 9,00 +
1,88% por células T-CAR expressando GSI5023, 17,03 £ 2,27% por células T-CAR
expressando GSI5024, 16,81 + 1,98% por células T-CAR expressando GS15025, -11,55 +
5,43% por células T-CAR expressando GSI5026, em comparagdo com 12,49% =+ 3,79% por
células T de controle ndo transduzidas (UnT). Os dados sugerem que os CARs bivalentes
com diferentes modalidades de ligacdo ao antigeno possuiam uma atividade antitumoral
potente contra células positivas de BCMA, mas ndo contra células negativas para BCMA.
[0521] Em uma terceira experiéncia, CARs BCMA bivalentes exemplificativos (isto &,
BCARO001-BCARO008) tendo duas fragOes diferentes de ligacgdo ao BCMA foram
construidos, e as células T-CAR engenheiradas expressando os CARs BCMA bivalentes
foram preparadas a partir de células T primarias obtidas a partir do doador paciente R/R MM
#13. Linhagens de células que expressam luciferase de pirilampo desenvolvidas
internamente, incluindo RPMI8226 (linhagem celular humana do mieloma maultiplo), A549
(linhagem celular de céncer de pulmdo humano), U87-MG (linhagem celular de

glioblastoma humano) e Raji (linhagem celular de linfoma humano de Burkitt) foram
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utilizadas como células alvo e cocultivadas com cada grupo de células T transduzidas lado
a lado (com razéo de células efetoras:alvo de 20:1 ou 5:1) durante 20 horas em um incubador
celular a 37°C/5% de CO2, Apds a conclusdo da cocultura, as atividades de luciferase
remanescentes (unidade de luz relativa, RLU) foram testadas com kit de ensaio de luciferase
luminescente ONE-GLO™ (Promega) para avaliar a citotoxicidade de cada CAR-T.
Conforme mostrado nas FIGs. 5A-5E, os CAR-Ts BCMA bivalentes tinham citotoxicidade
dependente da dose contra células RPMI8226.Luc, K562.BCMA.Luc e Raji.Luc, mas pouca
citotoxicidade contra células A549.Luc e U87-MG. Luc negativas para BCMA. Dados na
FIG. 5F demonstram que a citotoxicidade das células T-CAR BCMA bivalentes contra
células tumorais sdo especificas de BCMA, uma vez que as células T-CAR ndo eram
citotéxicas contra células K562. C38. Luc que eram CD38*/BCMA". K562.BCMA.Luc
tratadas com células T-CAR BCAR001-BCAR008 mostraram apenas atividades limitadas
de Luciferase residual (isto é, células viaveis) em comparacdo com células alvo tratadas
com UnT (2,88 + 0,45%, 12,84 + 1,67%, 2,22 +

0,56%, 1,77 + 0,14%, 2,59 + 0,28%, 6,58 + 1,19%, 2,47 + 0,20%, 6,61 + 1,47 % para o
BCARO001-BCARQ08, respectivamente, em comparagdo com o UnT de 100 * 3,95%, média
+ erro padrdo). Estes resultados demonstram uma citotoxicidade potente das células T-CAR
BCMA bivalentes contra células K562.BCMA.Luc. As células T-CAR BCARO001-
BCARO008 ndo apresentaram citotoxicidade significativa contra células K562. CD38. Luc
como ndo foi detectada uma diminuicdo significativa na atividade da luciferase em
comparacdo com as células alvo tratadas com UnT (111,82 £5,11%, 111,72 + 3,43%, 104,74
+ 0,24%, 95,04 + 2,70%, 93,93 + 7,23%, 97,72 + 1,86%, 111,90 + 2,01%, 108,33 £
4,05%, para BCAR001-BCARO008, respectivamente, em compara¢do com UnT de 100 +
6,58%, média + erro padrdo). Estes dados sugerem que a citotoxicidade do CAR-T BCMA
bivalente é dependente de BCMA.

Liberagédo de IFNgama

[0522] Além disso, sobrenadantes de ensaios de cocultura in vitro foram coletados para
avaliar a liberacdo de citocinas induzidas por CAR (por exemplo, liberacdo de interferon
gama, [FNy). Conforme mostrado nas FIGs. 6A-6B, a liberacdo de IFNy nos ensaios de
cocultura foi dependente de CAR e especifica de BCMA, o que é consistente com os dados

de citotoxicidade in vitro (Tabela 6).
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bivalente
RPMI8226.Lu K562. CD38.
A549.Luc Raji.Luc
c Luc
Média, Média, Média, Média,
S. €. S. e. s.e. S.e.
pg/mli pg/mi pg/ml pg/ml
BCAR00 1097,2
1 3 61,87 89,18 42,19 13581 587 79587 7,29
BCAROO 4651,2
) ) 1,13 503,63 130,73 361,87 49,68 3613,30 34,04
BCAROO 3569,8 108,1
243,82 131 265,08 324  3348,66 49,80
3 4 9
3077,4 1108
BCAROD 161,70 12,97 12850 17,08 2931,11 1203
4 1 2 1
BCAROO 2850,3
. A 20,16 170,90 827 141,20 17,54 2976,27 67,22
BCAR00 2023,7
6 1 37,61 22396 6,21 215,00 17,87 158854 77,96
BCAR0O0 19129
. . 228 23943 193 289,72 194  1472,87 49,76
BCAR00 17989
g 0 76,85 258,71 19,39 171,89 6,51 152693 66,70
unT 281,75 20,55 143,70 1046 8565 198 32861 6,69

Numeros de copia de genes CAR integrados

[0523] Os numeros de copia de genes CAR integrados para cada grupo de célula T
transduzido foi
Resumidamente, 0 DNA gendmico de cada grupo de CAR-T foi preparado com Gentra
Puregene Cell Kit (Qiagen). A concentracdo de DNA gendmico foi determinada por
Nanodrop, e a amostra de DNA genémico de 10ng foi processada para um ensaio de g- PCR

padronizado com SYBR Green Realtime PCR Master mix plus (Toyobo) no instrumento

ABI #7300 g-PCR usando iniciadores especificos de CAR (iniciador para
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frente 137P2F (SEQ ID NO:398:5’-GTCCTTCTCCTGTCACTGGTTAT-3’; e iniciador
reverso 137P2R, SEQ ID NO:399:5’- TCTTCTTCTTCTGGAAATCGGCA-3’). O
numero de copia relativa de cada gene de CAR integrado foi calculado com base em uma
curva padréo estabelecida usando plasmideo contendo sequéncias alvo.

[0524] Como mostrado na Tabela 7, um elevado ndmero de cépias do vetor CAR foi
integrado no genoma das células T em cada preparagdo de CAR-T.

TABELA 7. Numeros de cdpia de integracdo do genoma.

Celulas T-CAR com | Cdpias/ng gDNA
construtos

GSI15019 35091. 6
GSI5020 27627,2
GSI5021 24926,8
GSI15022 26393,6
GSI5023 32376,3
GSI15024 39319,8
GSI5025 22269,3
GSI5026 34790,4
unT 26,6

Exemplo 4. Mapeamento de epitopos e ligacdo de epitopos diferenciais de dois
dominios VuH em LCAR-B38M

[0525] Os epitopos dos quatro dominios VuH anti-BCMA foram mapeados. Um BCMA
CAR bivalente exemplificativo contendo dois dominios VyH anti-BCMA diferentes que se
ligam especificamente a diferentes epitopos de BCMA foi construido. CAR
bivalente/biepitopo compreendendo VuH1 e V4H2, denominado CAR LCAR-B38M, é um
CAR BCMA multivalente listado na Tabela 5.

Ensaio de Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR)

[0526] Cada uma das quatro sequéncias VyH anti-BCMA exemplificativas foi clonada num
vetor contendo uma sequéncia de fragmento de IgG1 Fc humana (hlgG1Fc) para facilitar a
expressdo recombinante de VyH-hlgG1Fc BCMA. Proteinas recombinantes foram obtidas

e purificadas para ensaios de SPR.
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[0527] A afinidade de cada VuH-hlgG1lFc para BCMA foi determinada por SPR usando
um sistema analitico BIACORE® 2000 (GE Healthcare). Resumidamente, cada proteina
VHH-hIgG1Fc foi covalentemente acoplado a um chip sensor CM5(s) usando 4 pg/ml de
VuH-hlgG1Fc. A proteina recombinante BCMA-His (ACRO Biosystems, Cat #BCA-
H522y) foi diluida em série em tampéo de execucdo (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA
3 mM, Tween-20 a 0,05%, pH 7,4) e injetada a uma taxa de fluxo de 10 pl/min seguido de
dissociagdo. As constantes de taxa de associacao e dissociacdo foram determinadas usando
o método de software de avaliagdo BIACORE® 2000 versdo 3.0 (Langmuir binding, local
fit, modelo de ligacdo 1:1). As afinidades de ligacdo dos quatro VuH-hlgGlFcs séo
mostradas na Tabela 8.

TABELA 8. Afinidades de ligacdo de VuH-hlgGlFcs para proteina BCMA-His

humana.

Ligando Ka (1/Ms) Ka (1/s) Kb (M)
VuH1-hlgG1lFc 5,5E +04 <1,0E-05* <1,8E-10*
VuH2-hlgG1lFc 1,9E+06 1,5E-02 7,8E-09
VuH3-hlgG1lFc 3,4E +04 1,7E-04 5,1E-09
VuH4-hlgG1lFc 2,1E +06 9,4E-04 4,6E-10

Ligacdo de proteinas VnH-His recombinantes para células-alvo

[0528] Proteinas VuH-His anti-BCMA recombinantes foram construidas pela fusdo da
sequéncia VyH anti-BCMA a uma sequéncia peptidica sinal de albumina humana (N’-
MKWVTFISLLFLFSSAYS-C’; SEQ ID NO:386) no N-terminal, e uma etiqueta 6xHis (N'-
GSGHHHHHH-C'; SEQ ID NO:387) no C-terminal. Os cédons foram ainda otimizados para
expressdo ideal em células hospedeiras de mamiferos. As sequéncias nucleotidicas obtidas
foram entdo clonadas em um vetor de expressao de mamiferos pTT5 através dos sitios de
restricdo 5'-Xbal e 3'-HindllI para proporcionar plasmideos, pTT5- LAB001 (para VyH1),
pTT5-LABO02 (para VuH2) e pTT5-LABO003 (para VHH1XVHH?2).

[0529] De forma a obter protéinas VuH BCMA recombinante, as células HEK293T foram
transfectadas transitoriamente com os plasmideos. Resumidamente, 5x10° células HEK293T
foram semeadas em placas de cultura de células de 10 cm um dia antes da transfeccdo. No
dia seguinte, as células foram transfectadas com cada plasmideo usando Reagente
LIPOFECTAMINE™ 2000 (Thermofisher Scientific, No. Cat. :11668-019)
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seguindo o manual do fabricante. Quatro dias apés a transfeccao, o sobrenadante foi colhido
e 0s niveis de expressao dos anticorpos foram detectados por ELISA usando a etiqueta HRP
anti-His (Biolegend, No. Cat. :652504). Os niveis de expressdao de LAB001, LAB002 e
LABO003 foram de 109,31 ng/ml, 152,48 ng/ml e 396,62 ng/ml, respectivamente.

[0530] As afinidades de ligagdo de proteinas VuH-His LAB001, LAB002 e LABO0O3
anti-BCMA foram determinadas utilizando ensaios baseados em células. Resumidamente,
as proteinas VuH-His anti-BCMA diluidas em série foram incubadas com 1x10° células alvo
(ou células K562.BCMA.Luc ou Kb562. CD38. Luc, que eram linhagens celulares
desenvolvidas internamente expressando estavelmente BCMA ou CD39 respectivamente) a
4°C durante 2 horas. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 300g por 10min e o
sobrenadante foi descartado. Os peletes celulares foram ressuspensos com DPBS. Os peletes
celulares foram lavados, centrifugados e o sobrenadante foi descartado por mais 2 vezes. Em
sequida, os peletes celulares foram posteriormente ressuspensos com o anticorpo de
deteccdo (Anticorpo de etiqueta THE™ His [FITC], GenScript Cat:A01620) contendo
tampdes por 45min a 4 °C durante 2 horas. Posteriormente, as células foram centrifugadas a
300g por 10min e o sobrenadante foi descartado. Os peletes celulares foram lavados,
centrifugados e o sobrenadante foi descartado por mais 2 vezes. As afinidades de ligacéo de
LABO01, LAB002 e LABOO03 as células K562.BCMA.Luc ou K562. CD38. Luc foram
determinadas usando um citdémetro de fluxo ATTUNE. ™ Nxt. Os dados foram ajustados
pelo GraphPad PRISM™ versdo 6. 0 usando um “One site - Specific binding with Hill
slope”.

[0531] Como mostrado na FIG. 7A-7C, LAB001, LAB002 e LABO003 ligam-se
especificamente as células K562.BCMA.Luc de uma maneira dependente da dose. As
afinidades de ligacdo sdo 0,079 nM, 0,035 nM e 0,0047 nM, respectivamente. Nenhum dos
anticorpos mostrou ligacdo significativa a linhagem celular negativa para BCMA K562.
CD38. Luc. Além disso, o LAB003 (VHH1xVHH2) mostrou afinidade de ligagédo
significativamente maior (0,0047nM) do que LAB001 (VxH1) ou LAB002 (VHH2).

Ligacgéo de epitopo
[0532] BCMA (NP_001183, UniProt #Q02223) é uma proteina transmembranar de 184

aminoéacidos de comprimento. O BCMA humano consiste num dominio extracelular (ECD,

residuo amino ndmero 1-54), um dominio transmembranar (TM, residuo amino ndmero
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55-77) e um dominio citoplasmatico (CD, residuo amino numero 78-184). Adicionalmente,
a analise da sequéncia sugere que 0 BCMA ndo possui peptideo de sinal reconhecivel no seu
N-terminal (Laabi Y et al. (1992) EMBO J 11:3897-3904; Laabi Y et al. (1994) Nucleic
Acids Res 22:1147-1154; Gras M P (1995) Int Immunol 7:1093-1106; Hong-Bing Shu and
Holly Johnson (2000):Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 10. 1073).

[0533] Como também ilustrado pelo banco de dados on-line UniProt (worldwide web.
uniprot. org/uniprot/Q02223), 3 ligacdes dissulfeto (Cys-Cys) estdo localizadas no ECD do
BCMA, que estdo nas posigdes 8 < 21, 24 « 37 e 28 « 41 (Tabela 9). A estrutura
secundéria do ECD BCMA do N-terminal ao C-terminal consiste numa cadeia beta (aal2-
15), uma curva (aal6-19), uma cadeia beta (aa20-23), uma hélice (aa 24 -27), uma cadeia
beta (aa30-32), uma hélice (aa35 - 37), uma curva (aa38-40) e uma curva (aa42-44). Uma
estrutura do ECD BCMA é mostrada na FIG. 8A, que € replicado a partir da estrutura do
banco de dados do PDB em todo o mundo web. ebi. ac. uk/pdbe/entrada/pdb/2kn1/.
TABELA 9. Sequéncias de proteinas do BCMA humano.

Posicao(6 | Descricéo Compriment | Sequéncia AA
es) 0
1-54 Dominio 54 MLQMAGQCSQNEYFDSLLHACIP
extracelular CQLRCSSNTPPLTCQRYCNASVTN
SVKGTNA (SEQ ID NO:395)
5577 Dominio 23 ILWTCLGLSLIISLAVFVLMFLL
transmembrana (SEQ ID NO:396)
r
78 — 184 | Dominio 107 RKINSEPLKDEFKNTGSGLLGMA
citoplasmatico NIDLEKSRTGDEIILPRGLEYTVEE
CTCEDCIKSKPKVDSDHCFPLPAM
EEGATILVTTKTNDYCKSLPAALS
ATEIEKSISAR (SEQ ID NO:397)

[0534] Os peptideos de epitopo BCMA (269EP001-269EP007) foram concebidos como
mostrado na FIG. 8B e TABELA 10, e sintetizados quimicamente e biotinilados no N-
terminal. As afinidades de ligagdo de VnH1-hlgGlFc ou VuH2-hlgGlFc foram
determinadas usando ELISA. Resumidamente, os peptideos descritos acima foram
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revestidos em palca MAXISORP™ de ELISA a 1 pM durante a noite a 4°C. No dia seguinte,
as placas foram lavadas com PBST (adicionar 0,5% de TWEEN-20) duas vezes, seguido por
bloqueio de placas com BSA a 0,5% a temperatura ambiente durante 1 h. As placas foram
entdo lavadas com PBST duas vezes, seguido pela adicdo de VxH1-hlgGlFc ou VHH2-
hlgG1Fc diluidos em série a 10 nM em triplicado, depois incubadas a 4 °C por 2h. As placas
foram entéo lavadas 3 vezes com PBST frio, ap6s o que anti-Lhama-HRP de cabra (1:1500,
Bethyl Lab # A160) foi adicionado a cada po¢o e posteriormente incubado a temperatura
ambiente durante 1 h. As placas foram entdo lavadas durante 4 vezes com PBST e 0s
substratos TMB foram adicionados a cada pogo e incubados a temperatura ambiente durante
10-30 min. As placas foram entdo lidas em leitor de microplacas TECAN® 10M com
absorbancia a 450nm.

TABELA 10. Sequéncias peptidicas de epitopo de BCMA.

Epitopo PosicBes | Sequéncia de residuos de aminoacidos Comprimento
269EP001 | 1-10 MLQMAGQCSQ (SEQ ID NO:388) 10
269EP002 | 8-21 CSQNEYFDSLLHAC (SEQ ID NO:389) | 14
269EP003 | 11-23 NEYFDSLLHACIP (SEQ ID NO:390) 13
269EP004 | 20-30 ACIPCQLRCSS (SEQ ID NO:391) 11
269EPO05 | 24-42 CQLRCSSNTPPLTCQRYCN (SEQ ID |19
NO:392)
269EP006 | 36-43 LTCQRYCNAS (SEQ ID N0O:393) 10
269EPO007 | 43-54 ASVTNSVKGTNA (SEQ ID NO:394) 12

[0535] Como mostrado na FIG. 9A, VuH1 mostrou ligacdo mais forte ao peptideo
269EP005 seguido pelo peptideo 269EP004. No entanto, a ligacdo de VyH1 a 269EP003 e
269EPQ06 foi relativamente fraca em comparagdo com 269EP005 e 269EP004. VHH1 tende
a ligar um epitopo localizado no peptideo 269EPQ05 (isto é, aminoacido 24-36 de BCMA
ECD), que contém as estruturas secundarias de uma hélice (aa24-27), uma cadeia beta (aa30-
32) e uma hélice (aa35 — 37).

[0536] Como mostrado na FIG. 9B, VHH2 mostrou ligacdo mais forte ao peptideo
269EPQ02 seguido pelo peptideo 269EP003. No entanto, a ligacdo de VyH1 a 269EP001 e
269EPQ04 foi relativamente fraca em comparagdo com 269EP002 e 269EP003. Enquanto a
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primeira cadeia beta (aal2-15) e a cadeia beta (aa20-23) do ECD BCMA estéo localizadas
principalmente na sequéncia abrangida por 269EP002 (aa8-21) e 269EP003 (aall-23),

VHH2 tende a ligar-se a um epitopo localizado nas duas primeiras cadeias beta.

Ensaio de ligacdo competitiva

[0537] A ligacdo de epitopo diferencial de VyH1 e VyH2 foi ainda validada por um ensaio
de ligacdo competitiva a base de células. Uma linhagem celular de CHO estavel, sobre-
expressando BCMA humano (“CHO-BCMA?”) foi usada no ensaio.

[0538] Resumidamente, 0,5 x 108 células CHO-BCMA foram pré-incubadas com 12,5
ng/ml de LABOO1 (que contém etiqueta 6xHis no C-terminal) a 4 °C por 0,5h em duplicado.
Entéo o anticorpo VuH2-hlgG1Fc recombinante diluido em série foi adicionado a cada pogo
da placa e incubado a 4 °C por mais 1h. Apds a incubacdo, as células foram lavadas com
500ul de DPBS e centrifugadas a 300g por 10min. Os peletes celulares foram ressuspensos
com DPBS contendo etiqueta FITC anti-His (1:200, GenScript Cat:A16020), em seguida, as
células foram lavadas com 500ul de DPBS e centrifugadas a 300g por 10min. Os peletes
celulares foram ressuspensos com DPBS, e foram entdo submetidos a analise FACS em um
citometro de fluxo ATTUNE™ Nxt. Como um controle de ensaio, o0 VuH2-hIgG1Fc diluido
em série foi diretamente incubado com células CHO-BCMA sem a presenca de LAB001
seguindo procedimentos idénticos como acima lado-a-lado. Anticorpo de cabra anti-lgG
humana (especifico de Fc)-FITC (Sigma Aldrich Cat: F9512) foi utilizado para detectar a
ligacdo de VuH2-hlgG1Fc as células CHO-BCMA. Como mostrado na FIG. 10, o VyH2-
hlgG1Fc sozinho liga-se ao CHO-BCMA de uma maneira dependente da dose. No entanto,
0 VuH2-hlgG1Fc nédo foi capaz de competir com a ligacdo de VnH1-His a células CHO-
BCMA, que indica diferentes sitios de ligacdo de VuH1 e VuH2 no BCMA.

Exemplo 5. Eficacia in vivo de CAR-T LCAR-B38M em camundongos xenoenxertados
[0539] A eficacia antitumoralin vivo de élulas CAR-T LCAR-B38Mfoi avaliada em modelo
de camundongo NCG (NOD-Prkdce™?6d5212rgem26Cd22/NjuCrl) com um xenoenxerto de
tumor de mieloma multiplo. O CAR LCAR-B38M é um CAR BCMA bivalente com dois
dominios VHH anti-BCMA que direcionam diferentes epitopos de BCMA.
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[0540] O modelo de camundongo NCG foi criado pela edi¢do sequencial de CRISPR/Cas9
dos locos Prkdc e 112rg no camundongo NOD/Nju, proporcionado um camundongo
coisogénico ao NOD/Nju. O camundongo NOD/Nju transporta uma mutacdo no gene Sirpa
(SIRP o) que permite o enxerto de células-tronco hematopoiéticas estranhas. O nocaute de
Prkdc gera um feno6tipo do tipo SCID sem a formacédo apropriada de células T e células B.
O nocaute do gene l12rg exacerba ainda mais o fenotipo do tipo SCID, enguanto
adicionalmente resulta em uma diminuicdo da producdo de células NK. Assim, o
camundongo NCG € uma cepa de camundongo de imunodeficiéncia tripla que é mais
imunocomprometida do que as cepas de camundongo imunodeficiente normalmente
utilizadas, incluindo SCID e camundongos nus.

[0541] Prkdc e ll2rg fazem parte da familia de genes SCID (imunodeficiéncia severa
combinada) que afetam a maturacédo e a formacao de células T, células B, células NK e, em
menor grau, celulas dendriticas. Prkdc codifica a subunidade catalitica da enzima proteina
quinase dependente de DNA, que é necessaria para a recombinacdo V(D)J, um processo
necessario para propagar a diversidade de anticorpos em células T e B em maturacéo. 112rg
codifica a subunidade gama comum encontrada em IL-2 e multiplos receptores de IL (IL-4,
IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21), que s@o necessarios para induzir a sinalizacdo mediada por
citocinas para maturacdo de linfocitos imaturos (por exemplo, células T, B e NK) e outros
leucdcitos.

[0542] As células T-CAR LCAR-B38M foram preparadas utilizando células T de varios
doadores para rastrear a fonte de células T que produz CAR-T com a maior eficacia de matar
as células RPMI18226.Luc in vitro (FIG. 11). Com base nos resultados da FIG. 11, as células
T-CAR LCAR-B38M foram preparadas utilizando células T do doador selecionado para
ensaios em animais in vivo, A FIG. 12A mostra citotoxicidade in vitro dependente da dose
deste lote de células T-CAR LCAR-B38M. Para criar o xenoenxerto tumoral, os
camundongos NCG foram injetados intravenosamente com células RPMI18226.Luc. 14 dias
mais tarde, os camundongos enxertados com tumor foram tratados com as células T-CAR
LCAR-B38M ou células T ndo transduzidas, seguido de imageamento de bioluminescéncia
in vivo (BLI).

[0543] Conforme mostrado nas FIGs. 12B-12C, as células T-CAR LCAR-B38M foram
eficientes para erradicar as células tumorais RPMI8226.Luc enxertadas em camundongos

NCG e resgatar 0s camundongos, enquanto a maioria dos camundongos no grupo de
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controle (UnT) morreu dentro de 4 semanas. Curiosamente, durante a autopsia, numerosos
tumores metastaticos foram observados no figado de todos os camundongos no grupo UnT.
Essa observacdo foi ainda validada pela avaliacdo de atividades de luciferase ex vivo das
amostras de tumor (FIGs. 12D-12E). Em contraste, os camundongos tratados com CAR-T
LCAR-B38M nao tiveram tumores metastaticos nos figados. Em resumo, o estudo in vivo
demonstra a poténcia das células T-CAR LCAR-B38M na erradicacdo de células de

mieloma multiplo, por exemplo, RPMI18226.Luc) de camundongos NCG.

Exemplo 6. Estudo de seguranga do tratamento com CAR-T LCAR-B38M em primatas
ndo humanos

[0544] A seguranca in vivo das células T-CAR LCAR-B38M foi avaliada num modelo de
macaco cynomolgus. Obteve-se PBMC de amostras de sangue periférico de dois macacos
(NHP #120117 e NHP #120545, ambos machos, cerca de 4 kg) e preparou-se por
centrifugacdo em gradiente de densidade. Células T de macaco Cynomolgus foram isoladas
de PBMC usando Kit de Isolamento de Célula T Pan de primata ndo humano (Miltenyi#130-
091-993) de acordo com o manual do fabricante. As células T de macaco preparadas foram
pré-ativadas com o Kit de Ativacdo/Expansédo de Células T de primata ndo humano (Miltenyi
#130-092-919), IL-2 humana e soro de macaco autélogo durante 3 dias. Posteriormente, as
células T pré-ativadas foram transduzidas com o lentivirus LCAR- B38M, seguido de
expansdo por 10 dias adicionais.

[0545] 3 dias antes da infusdo das células autélogas CAR-T, os macacos foram preé- tratados
com Ciclofosfamida na dose de 22mg/kg de peso corporal por infusdo intravenosa. No dia
da infusdo aut6loga, as células foram descongeladas num banho de 4gua a 37°C por agitacdo
suave e imediatamente infundidas intravenosamente nos animais dentro de 5 minutos. O
macaco NHP #120117 foi infundido com 5 x 108/kg de células T-CAR e 0o macaco NHP
#120545 foi infundido com 4 x 107/kg de células T-CAR.

[0546] Os macacos foram monitorizados apds a administracédo de células T quanto a febre,
dificuldade respiratoria, alteracdo do apetite, diarreia e perda de peso. Amostras de sangue
pré e pés-administracdo foram obtidas e examinadas quanto ao nivel de hemograma, niveis
séricos e citocinas. Conforme mostrado nas FIGs. 13A-13F, as células T-CAR néo

apresentaram toxicidade significativa nos macacos.
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Exemplo 7. Um estudo clinico de CAR-T LCAR-B38M em pacientes humanos com
mieloma multiplo refratario/recidivado

[0547] Um estudo clinico de fase 1/2, aberto, multicéntrico, de brago Unico, foi
conduzido para determinar a seguranca e a eficacia das células T-CAR LCAR-B38M no
tratamento de pacientes humanos diagnosticados com mieloma mudltiplo refratario ou
recidivado (“r/r MM”). Informacdes sobre o ensaio clinico podem ser encontradas em
worldwide web.clinicaltrials.gov, com o identificador NCT03090659.

[0548] No estudo, pacientes refratarios/recidivados com mieloma maultiplo foram tratados
com células T-CAR LCAR-B38M derivadas de células T aut6logas dos pacientes. Uma dose
total de 0,5 x 10° -5 x 10° células/kg de peso corporal foi administrada a cada paciente por
injecdo intravenosa em trés doses divididas (20%, 30% e 50%, respectivamente) pela
duracdo de uma semana (por exemplo, nos dias 0, 2 e 6). Durante os dias 1-30 do estudo, 0s
pacientes foram monitorados quanto a eventos adversos, e amostras de pacientes foram
obtidas para avaliacdo laboratorial. Todos os pacientes s&o acompanhados por pelo menos
36 meses apos a administracdo da CAR-T.

[0549] O resultado primério do estudo mede a ocorréncia de eventos adversos relacionados
ao tratamento conforme avaliado pelos Critérios de Terminologia Comum para Eventos
Adversos (CTCAE) v4. 0 dentro de 1-30 dias ap0s a injecdo das células T- CAR LCAR-
B38M. O resultado secundario avalia respostas antimieloma induzidas por CAR-T, por
exemplo, determinando niveis aberrantes de imunoglobulina no soro e nimero de células de
mieloma multiplo na medula éssea dos pacientes antes e apds a administracdo das células T-
CAR LCAR-B38M. Os objetivos de eficacia do estudo incluem a proporcao patoldgica de
resposta completa, 3 anos de sobrevida livre de doenca, 3 anos de sobrevida livre de
progresséo.

[0550] Pacientes entre 18 e 75 anos sdo elegiveis para o estudo se:(1) o paciente tiver um
diagndstico prévio confirmado de mieloma mdaltiplo ativo, conforme definido pelos critérios
atualizados do IMWG; (2) A expressdo de BCMA limpida for detectada em células
plasmaticas malignas de medula éssea ou de um plasmocitoma por citometria de fluxo ou
imuno-histoquimica; e (3) o paciente tiver mieloma mdltiplo refratario, conforme definido
pelo fato de ter recebido pelo menos trés regimes de tratamento prévios, incluindo o

bortezomibe, ou de outra forma identificado por médicos clinicos; ou o paciente tiver
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mieloma multiplo recidivado conforme definido nas diretrizes de prética clinica NCCN em
Oncology:Multiple Myeloma (2016 V2).

[0551] Os seguintes pacientes sdo excluidos do estudo:(1) mulheres em idade fértil ou que
estdo gravidas ou amamentando; (2) pacientes que tém alguma infeccdo ativa e nao
controlada: hepatite B, hepatite C, HIV ou outras infeccfes virais e bacterianas fatais; (3)
pacientes que receberam terapia com esteroide corticosteroide sistémico superior a 5 mg/dia
de prednisona ou dose equivalente de outro corticosteroide ndo sdo permitidos dentro de 2
semanas antes da leucaférese necessaria ou do inicio do regime de quimioterapia de
condicionamento; (4) pacientes com alguma doenca intercorrente descontrolada ou distarbio
médico sério e descontrolado; (5) pacientes com metéstases do SNC ou envolvimento
sintoméatico do SNC (incluindo neuropatias cranianas ou lesdes de massa e compressao da
medula espinhal); (6) pacientes com histérico de transplante de células-tronco alogénicas,
que tém doenca aguda ativa ou crbénica do enxerto contra o hospedeiro (GVHD), ou
necessitam de medicamentos imunossupressores para GVHD, no prazo de 6 meses apos a
inscricdo; ou (7) pacientes com doencas de pele autoimunes ativas, tais como psoriase ou
outras doencas autoimunes ativas, tais como artrite reumatoide.

[0552] Em uma anélise interina, em maio de 2017, 35 pacientes com mieloma maultiplo
recidivado ou resistente ao tratamento (refratario) receberam tratamento com CAR-T
LCAR-B38M. Os primeiros sinais de eficacia do tratamento surgiram ja aos 10 dias ap6s a
injecdo inicial das células T-CAR. No geral, a taxa de resposta objetiva foi de 100% e 33 de
35 (94%) pacientes tiveram uma remissao clinica evidente de mieloma (resposta completa
ou resposta parcial muito boa) dentro de dois meses ap6s o recebimento das células T-CAR.
[0553] No momento da analise, 19 pacientes foram acompanhados por mais de quatro
meses, um tempo pré-estabelecido para avaliacdo completa da eficacia pelos critérios de
consenso do International Myeloma Working Group (IMWG). Um paciente atingiu resposta
parcial e quatro pacientes obtiveram critérios de remisséo parcial muito bons (VgPR) em
eficacia. Nenhum paciente que atingiu o critério de resposta completa rigorosa ("sCR")
recaiu. Cinco pacientes que foram acompanhados por mais de um ano (12-14 meses)
permaneceram no status de CRS e estavam livres de doenca residual minima (isto é,

nenhuma célula cancerigena detectavel na medula dssea).
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[0554] A sindrome de liberacdo de citocinas (CRS) é um efeito colateral comum e
potencialmente perigoso da terapia de células CAR T. Apenas CRS transitoria foi
experiéncia em 85% dos 35 pacientes. Os sintomas da CRS incluem febre, pressdo arterial
baixa, dificuldade de respirar e problemas com multiplos 6rgéos. Na maioria dos pacientes,
os sintomas da CRS eram leves e controlaveis. Apenas dois pacientes apresentaram CRS
grave (grau 3), mas recuperaram-se ao receber tocilizumabe (um tratamento redutor de
inflamacdo comumente usado para 0 manejo da CRS em ensaios clinicos de terapia com
células T-CAR). Nenhum paciente apresentou efeitos colaterais neurolégicos, outra
complicagdo comum e grave da terapia com células T-CAR.

[0555] Os dados provisérios de ensaios clinicos demonstram a eficacia e a seguranca
potentes do tratamento com CAR-T LCAR-B38M em pacientes com mieloma multiplo
refratario/recidivado.

[0556] Em um estudo clinico piloto, 3 pacientes foram tratados com células T autdlogas
expressando um CAR BCMA monovalente, isto &, células T-CAR LCAR-B27S. O CAR
LCAR-B27S (um CAR BCMA monovalente listado na Tabela 4) tem um dominio de ligagéo
ao antigeno contendo um unico fragmento VHH que reconhece um unico epitopo da
molécula de BCMA. Este dominio VHH € idéntico ao segundo dominio VyH do CAR
biepitopo/bivalente LCAR-B38M.

[0557] Num ensaio de citotoxicidade in vitro, as células T-CAR LCAR-B27S foram
preparadas a partir de trés pacientes com mieloma maultiplo, respectivamente, e as células T-
CAR LCAR-B38M foram também preparadas respectivamente a partir dos mesmos trés
pacientes com mieloma multiplo como controle. Ambas as células T-CAR foram
cocultivadas com células RPMI18226.Luc numa raz&o efetor para alvo (razdo E/T) de 20:1 e
5:1 durante 20 horas. Como mostrado na FIG. 14A, as células T-CAR foram preparadas
utilizando células T do paciente A. A porcentagem de células viaveis remanescentes,
avaliada pela atividade remanescente da luciferase nas células RPMI18226.Luc, foi de 3,97
+ 0,75% para LCAR-B38M e 3,17 + 0,57% para LCAR-B27S, quando a razéo E/T foi de
20:1. No entanto, quando a razao E/T foi de 5:1, LCAR-B38M apresentou maiores poténcias
de morte de células RPMI18226.Luc em comparacdo com LCAR-B27S (33,37 £ 0,75% de
celulas viaveis restantes para LCAR-B38M, 68,60 + 1,60% para LCAR- B27S). Como
mostrado na FIG. 14B, as células T-CAR foram preparadas utilizando células T do paciente

B. A porcentagem de células viaveis remanescentes, avaliada pela atividade
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remanescente da luciferase nas células RPMI8226.Luc, foi de 4,45 + 0,57% para LCAR-
B38M e 9,32 +1,16% para LCAR-B27S, quando a razao E/T foi de 20:1. No entanto, quando
a razdo E/T foi de 5:1, LCAR-B38M apresentou novamente maiores poténcias de morte de
células RPMI18226.Luc em comparagdo com LCAR-B27S (40,92 + 3,00% de células vidveis
restantes para LCAR-B38M, 84,05 + 1,56% para LCAR- B27S). Como mostrado na FIG.
14C, celulas T-CAR foram preparadas usando células T do paciente C. A porcentagem de
células viaveis restantes, avaliada pela atividade remanescente de luciferase em células
RPMI8226.Luc, foi de 2,56 + 0,88% para LCAR-B38M e 10,12 + 1,83% para LCAR-B27S,
quando a razdo E/T foi de 20:1. No entanto, quando a razéo E/T foi de 5:1, LCAR-B38M
mostrou novamente maiores poténcias de matar células RPMI18226.Luc em comparagcdo com
LCAR-B27S (29,99 * 3,13% de células viaveis restantes para LCAR-B38M, 100,93 +
9,25% para LCAR -B27S).

[0558] No estudo clinico piloto, 3 pacientes foram tratados com as células T-CAR LCAR-
B27S, nas quais todos os protocolos de pré-condicionamento, injecdo e acompanhamento
foram idénticos aos do estudo clinico com o CAR LCAR-B38M bivalente. Uma dose total
de 3 x 10° células/kg (paciente A), 5 x 10° células/kg (paciente B) e 7 x 108 células/kg
(paciente C) por peso corporal de células T-CAR modificadas autdlogas LCAR-B27S foram
administradas a cada paciente, respectivamente, por injecdo intravenosa em trés doses
divididas (20%, 30% e 50% respectivamente) ao longo de uma semana (por exemplo, nos
dias 0, 2 e 6). Durante os dias 1-30 do estudo, os pacientes foram monitorados quanto a
eventos adversos, e amostras de pacientes foram obtidas para avaliacéo laboratorial. Todos
os pacientes foram acompanhados por pelo menos 36 meses ap6s a administracdo de CAR-
T.

[0559] 2 pacientes entre 0s trés pacientes atingiram uma resposta parcial muito boa (VgPR),
mas ambos 0s pacientes tiveram recaida dentro de 6 meses apos a infusdo da CAR-T. O
terceiro paciente ndo apresentou resposta clinica. O estudo piloto com LCAR- B27S foi
consequentemente terminado pelo IRB sem mais inscrigdes de pacientes.

[0560] A taxa de resposta objetiva, a taxa de remissdo completa e a taxa de recaida deste
estudo com CAR BCMA monovalente piloto (LCAR-B27S) e o estudo de CAR BCMA
bivalente (CAR-T LCAR-B38M) sdo mostrados na Tabela 11 abaixo. O CAR-T BCMA
bivalente apresentou eficdcia clinica superior em comparagdo ao CAR-T BCMA

monovalente.
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TABELA 11:Dados clinicos comparaveis de terapias com CAR-T BCM monovalentes

e bivalentes/biepitopo

Agente N Dose Ensaio Taxa de| Taxa de| Taxade
(células/kg) | clinico Reposta | Remissdo | recaida

Objetiva | Completa | (> 6
(ORR) (CR) meses)

CAR-T 3 3,5, 7 x 10° | Estudo | 67% 0% 67%

BCMA respectivame | piloto

Monovalente nte

(LCAR-B27S)

CAR-T 35 [0,3 x 10° -| NCT030 | 100% 57,1% 7,5%

BCMA 56 x 10°| 90659

Bivalente/Biep (mediana =

itopo 2,9 x 10°)

(LCAR-

B38M)
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REIVINDICACOES

1. Receptor de antigeno quimérico multivalente (CAR), caracterizado pelo fato de que
compreende um polipeptideo compreendendo:

(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo pelo menos
duas por¢des de ligacdo ao BCMA;

(b) um dominio transmembranar; e

(c) um dominio de sinalizagao intracelular.

2. CAR multivalente, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que
o dominio de liga¢do ao antigeno extracelular compreende uma primeira fracao de
ligacdo anti-BCMA e uma segunda fracao de ligacdo ao BCMA.

3. CAR multivalente, de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado pelo fato de
que uma ou mais da primeira fracdo de ligacdo ao BCMA e a segunda fracao de
ligacdo ao BCMA ¢ um sdAb anti-BCMA.

4. CAR multivalente, de acordo com a reivindica¢do 2 ou 3, caracterizado pelo fato de
que a primeira fracdo de ligacdo ao BCMA ¢ um primeiro sdAb anti-BCMA ¢ a
segunda fragdo de ligagdo ao BCMA ¢ um segundo sdAb anti-BCMA.

5. CAR multivalente, de acordo com a reivindica¢do 2 ou 3, caracterizado pelo fato de
que a primeira fracdo de ligagdo ao BCMA ¢ um sdAb anti-BCMA e a segunda
fracdo de ligagdo ao BCMA ¢ derivada de um anticorpo humano.

6. CAR multivalente, de acordo com a reivindicacao 2 ou 3, caracterizado pelo fato de
que a primeira fracdo de ligagdo ao BCMA ¢ um sdAb anti-BCMA e a segunda
fragao de ligagdo ao BCMA ¢ um ligando de polipeptideo de BCMA.

7. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 2 a 6,
caracterizado pelo fato de que a primeira fragcdo de ligagdo ao BCMA e a segunda
fragao de ligagao ao BCMA ligam-se especificamente ao mesmo epitopo no BCMA.

8. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicacdoes 2 a 6,
caracterizado pelo fato de que a primeira fragdo de ligagdo ao BCMA e a segunda
fracdo de ligacdo ao BCMA se ligam especificamente a epitopos diferentes em
BCMA.

9. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2 a 8§,
caracterizado pelo fato de que a primeira fracdo de ligagdo ao BCMA e/ou a

segunda fracdo de ligagdo ao BCMA liga-se especificamente a um epitopo em
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BCMA derivado de uma sequéncia de aminodacidos selecionada de SEQ ID
NOs:388-394.

10. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 3 a 9,
caracterizado pelo fato de que o sdAb anti-BCMA compreende qualquer um dos
seguintes:

(1) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:39; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:77;

(2) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:2;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:40; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:78;

(3) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:3; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:41; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79;

(4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:4; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:42; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:80;

(5) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:5; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:43; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:81;

(6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:6; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:44; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:82;

(7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:7; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:45; ¢ uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:83;

(8) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:8; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:46; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:84;

(9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:9; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:47; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:85;
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(10)  uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:10;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:86;

(11)  uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:11;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:49; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:87;

(12) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:12;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:50; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:88;

(13) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:13;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:89;

(14) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:14;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:52 e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:90;

(15) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:15;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:53; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:91;

(16) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:16;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:92;

(17)  uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:17;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:55; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:93;

(18) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:18;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:56; ¢
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94;

(19) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:19;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:57; e

uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:95;
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(20) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:20;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:58; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96;

(21) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:59; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:97;

(22) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:22;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:60; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:98;

(23) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:23;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:61; ¢
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:99;

(24) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:24;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:62; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:100;

(25) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:25;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:63; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:101;

(26) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:26;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:64; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:102;

(27) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:27;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:65; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:103;

(28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:28;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:66; ¢
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:104;

(29) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:29;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:67; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:105;
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(30) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:30;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:68; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:106;

(31) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:31;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:69; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:107;

(32) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:32;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:70; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:108;

(33) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:33;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:71; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:109;

(34) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:34;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:72; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:110;

(35) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:35;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:73; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:111;

(36) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:36;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:112;

(37) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:37;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:113;
ou

(38) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:38;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:114.

11. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 2 a 10,
caracterizado pelo fato de que a primeira fragao de ligagdo ao BCMA esta localizada

no N-terminal da segunda fracdo de ligacdo ao BCMA.
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12. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 2 a 10,
caracterizado pelo fato de que a primeira fragdo de ligagdo ao BCMA esta localizada
no C-terminal da segunda fragdo de ligagdo ao BCMA.

13. CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2 a 12,
caracterizado pelo fato de que a primeira fracdo de ligacio ao BCMA e a segunda
fragdo de ligacdo ao BCMA sao fundidas entre si através de um ligante peptidico.

14. CAR multivalente, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo fato de que
o ligante peptidico ndo tem mais que cerca de 50 aminoacidos de comprimento.

15. Anticorpo de dominio tnico anti-BCMA (sdAb), caracterizado pelo fato de que
compreende qualquer um dos seguintes:

(1) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:39; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:77;

(2) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:2;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:40; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:78;

(3) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:3; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:41; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:79;

(4) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:4; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:42; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:80;

(5) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:5; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:43; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:81;

(6) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:6; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:44; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:82;

(7) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:7; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:45; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:83;

Peticao 870240016126, de 26/02/2024, pag. 230/469



7/12

(8) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:8; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:46; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:84;

(9) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:9; uma
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:47; e uma
CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:85;

(10)  uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:10;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:86;

(11)  uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:11;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:49; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:87;

(12) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:12;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:50; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:88;

(13) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:13;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:89;

(14) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:14;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:52 e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:90;

(15) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:15;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:53; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:91;

(16) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:16;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:92;

(17) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:17;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:55; e

uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:93;
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(18) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:18;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:56; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:94;

(19) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:19;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:57; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:95;

(20) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:20;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:58; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:96;

(21)  uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:59; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:97;

(22) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:22;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:60; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:98;

(23) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:23;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:61; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:99;

(24) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:24;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:62; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:100;

(25) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:25;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:63; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:101;

(26) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:26;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:64; ¢
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:102;

(27) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:27;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:65; e

uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:103;
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(28) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:28;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:66; ¢
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:104;

(29) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:29;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:67; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:105;

(30) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:30;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:68; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:106;

(31) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:31;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:69; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:107;

(32) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:32;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:70; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:108;

(33) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:33;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:71; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:109;

(34) uma CDRI compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:34;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:72; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:110;

(35) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:35;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:73; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:111;

(36) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:36;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:74; ¢
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:112;

(37) uma CDRI1 compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO:37;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:75; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:113;

ou
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(38) uma CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:38;
uma CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:76; e
uma CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:114.

sdAb anti-BCMA, de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que
o sdAb anti-BCMA compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste em SEQ ID NOs:115-152.

Anticorpo anti-BCMA, caracterizado pelo fato de que compete com o sdAb anti-
BCMA como definido na reivindicagao 15 ou 16.

Anticorpo anti-BCMA, de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo fato de
que o anticorpo anti-BCMA é um sdAb.

sdAb anti-BCMA, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 15, 16 e 18,
caracterizado pelo fato de que o sdAb anti-BCMA ¢ um anticorpo camelideo.

sdAb anti-BCMA, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 15, 16 e 18,
caracterizado pelo fato de que o sdAb anti-BCMA ¢ um anticorpo quimérico.

sdAb anti-BCMA, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 15, 16 e 18 a 20,
caracterizado pelo fato de que o sdAb anti-BCMA ¢ um fragmento VyH.

Receptor de antigeno quimérico (CAR) compreendendo um polipeptideo
compreendendo:

(a) um dominio de ligagdo ao antigeno extracelular compreendendo o sdAb anti-

BCMA de qualquer uma das reivindicacdes 15a 16 e 18 a 21;

(b) um dominio transmembranar; e

(c) um dominio de sinalizagdo intracelular.

CAR, de acordo com a reivindicagdo 22, caracterizado pelo fato de que o dominio
de ligacdo de antigeno extracelular compreende pelo menos dois sdAbs anti-BCMA.
CAR ou CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14
e 23 a 23, caracterizado pelo fato de que o dominio transmembranar ¢ derivado de
uma molécula selecionada do grupo que consiste em CD8a, CD4, CD28, CD137,
CD80, CD86, CD152 e PD1.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com a reivindicacao 24, caracterizado pelo
fato de que o dominio transmembranar ¢ derivado de CD8a ou CD28.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14

e 22 a 25, caracterizado pelo fato de que o dominio de sinaliza¢do intracelular
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compreende um dominio de sinalizagdo intracelular primario de uma célula efetora
imune.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com a reivindicagdo 26, caracterizado pelo
fato de que o dominio transmembranar ¢ derivado de CD3a.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14
e 22 a 27, caracterizado pelo fato de que o dominio de sinalizagdo intracelular
compreende um dominio de sinalizagao coestimulador.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado pelo
fato de que o dominio de sinalizagdo coestimulador ¢ derivado de uma molécula
coestimuladora selecionada do grupo que consiste em CD27, CD28, CD137, 0X40,
CD30, CD40, CD3, LFA-1, ICOS, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos
de CD&3 e combinac¢des dos mesmos.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com reivindicacdo 29, caracterizado pelo fato
de que o dominio de sinalizacdo coestimulador compreende um dominio
citoplasmatico de CD28 e/ou um dominio citoplasmatico de CD137.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14
e 22 a 30, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um dominio de
dobradi¢a localizado entre o C-terminal do dominio de ligacdo ao antigeno
extracelular e o N-terminal do dominio transmembranar.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com reivindicagdo 31, caracterizado pelo fato
de que o dominio transmembranar ¢ derivado de CD8a.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com qualquer umas das reivindicagdes 1 a 14
e 22 a 32, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um peptideo de sinal
localizado no N-terminal do polipeptideo.

CAR ou CAR multivalente, de acordo com reivindicac¢ao 33, caracterizado pelo fato
de que o peptideo de sinal ¢ derivado de CD8a.

Receptor de antigeno quimérico compreendendo uma sequéncia de aminodcidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:216-256 e 298-335.

Acido nucleico isolado, caracterizado pelo fato de que compreende uma sequéncia
de acido nucleico que codifica 0 CAR ou CAR multivalente como definido em

qualquer uma das modalidades 1 a 14 e 22 a 35.
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37. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o acido nucleico como definido
na reivindicagao 36.

38. Célula efetora imune engenheirada, caracterizada pelo fato de que compreende o
CAR ou CAR multivalente como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
14 ¢ 22 a 35, o acido nucleico isolado como definido na reivindicagdo 36 ou o vetor
como definido na reivindicacao 37.

39. Célula efetora imune engenheirada, de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizada
pelo fato de que a célula efetora imune ¢ uma célula T.

40. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que compreende a célula
efetora imune engenheirada da reivindicagdo 39 ou o sdAb de BCMA de qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 7 e um transportador farmaceuticamente aceitavel.

41. Método de tratamento de cancer num individuo, caracterizado pelo fato de que
compreende administrar ao individuo uma quantidade eficaz da composi¢do
farmacéutica como definida na reivindicacao 40.

42. Método, de acordo com a reivindicacdo 41, caracterizado pelo fato de que o cancer ¢
mieloma multiplo.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 42, caracterizado pelo fato de que cancer ¢

mieloma multiplo refratdrio ou recidivado.
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RESUMO

RECEPTORES DE ANTIGENO QUIMERICO QUE DIRECIONAM BCMA E
METODOS DE USO DOS MESMOS

O presente pedido fornece anticorpos de dominio tnico que direcionam BCMA e
receptores de antigeno quiméricos (tal como CAR monovalente ¢ CAR multivalente
incluindo CAR de biepitopo) compreendendo um ou mais anticorpos de dominio Unico
anti-BCMA. Adicionalmente sdo fornecidas células efetoras imunes engenheiradas (tal
como células T) que compreendem os receptores de antigenos quiméricos. Também sdo

fornecidas composic¢des farmacéuticas, kits e métodos de tratamento de cancer.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.
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Campo 1
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