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DESCRICAO
ANTICORPOS ANTI-EPBH4 E METODOS QUE OS UTILIZAM

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se, de forma geral, aos
campos da biologia molecular. Mais especificamente, a
invencao diz respeito a anticorpos anti-EphB4, e

utilizagdes dos mesmos.

ANTECEDENTES DA INVENQKO

O desenvolvimento de um fornecimento vascular ¢é um
requisito fundamental para muitos processos fisioldgicos e
patoldgicos. Os tecidos que estéo ativamente em
crescimento, tais como os embrides e 0s tumores necessitam
de um fornecimento de sangue adequado. Eles satisfazem esta
necessidade através da producéo de fatores pré-
angiogénicos, que promovem a formagdo de novos vasos
sanguineos através de um processo chamado angiogénese. A
formacdo do tubo wvascular é um evento bioldgico complexo
mas ordenado, que envolve todos ou muitos dos passos que se
seguem: a) as células endoteliais (CE) proliferam a partir
de CE existentes ou diferenciam-se a partir de células
progenitoras; b) as CE migram e aglutinam-se para formar
estruturas em forma de corddo; c¢) o0s corddes vasculares
submetem-se entdo a tubulogénese para formar os vasos com
um lumen central; d) os corddes ou vassos existentes enviam
brotos para formar os vasos secundarios; e) o plexo
vascular primitivo sofre mais remodelacao e conformacgao; e
f) as células peri-endoteliais sédo recrutadas para envolver
os tubos endoteliais, proporcionando funcgdes de manutencédo
e de modulacdo aos vasos; tais células incluem pericitos
para os capilares pequenos, células do musculo liso para os
vasos mailores, e células do miocardio no coracgdo. Hanahan,
Science 277: 48-50 (1997); Hogan e Kolodziej, Nat. Rev.
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Genet. 3: 513-23 (2002); Lubarsky e Krasnow, Cell 112: 19-
28 (2003).

Estd agora bem estabelecido que a angiogénese esté
implicada na patogénese de uma variedade de disturbios.
Estes incluem tumores sdlidos e metéstases, aterosclerose,
retinopatia da prematuridade, hemangiomas, inflamacéao
crdnica, doengas neovasculares intraoculares, tais como as
retinopatias proliferativas, por exemplo, a retinopatia
diabética, a degeneracdo macular relacionada com a idade
(DMRI), o glaucoma neovascular, a rejeicdo imunoldgica de
tecido cdérneo transplantado e de outros tecidos, a artrite
reumatoide e a psoriase. Folkman et al., J. Biol. Chemnm.
267: 10931-34 (1992); Klagsbrun et al., Annu. Rev. Physiol.
53: 217-39 (1991); e Garner A., "Vascular diseases", em:
Pathobiology of Ocular Disease. A Dynamic Approach, Garner
A., Klintworth GK, eds., 228 edicdo (Marcel Dekker, NY,
1994), pp 1625-1710.

No caso do crescimento tumoral, a angiogénese parece
ser crucial para a transicao de hiperplasia para neoplasia
e para proporcionar alimento para o crescimento e metdstase
do tumor. Folkman et al., Nature 339: 58 (1989). A
neovascularizacdo permite que as células tumorais adquiram
uma vantagem de crescimento e de autonomia proliferativa em
comparagdo com as células normais. Un tumor comecga
geralmente como uma Unica célula aberrante que pode
proliferar apenas para um tamanho de poucos milimetros
cubicos, devido a distancia de leitos capilares
disponiveis, e pode ficar "latente" sem mais crescimento e
disseminacdo durante um longo periodo de tempo. Algumas
células tumorais mudam em seguida para o fendtipo
angiogénico para ativar as células endoteliais, que
proliferam e amadurecem em  NOvVOS vasos sanguineos
capilares. Estes vasos sanguineos recém formados permitem
ndo sé a continuacdo do crescimento do tumor primario, mas

também a dissiminacdo e recolonizacgdo das células tumorais
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metastdticas. Por conseguinte, tem sido observada uma
correlacgdao entre a densidade de microvasos em seccgdes de
tumores e a sobrevivéncia de pacientes com cancro da mama
bem como com varios outros tumores. Weidner et al., N.
Engl. J. Med. 324: 1-6 (1991); Horak et al., Lancet 340:
1120-24 (1992); Macchiarini et al., Lancet 340: 145-4¢
(1992). 0Os mecanismos exatos que controlam o interruptor
angiogénico ndo s&o bem compreendidos, mas cré-se que a
neovascularizagdo da massa tumoral resulta do equilibrio
total de uma multiplicidade de estimuladores e inibidores
da angiogénese (Folkman, Nat. Med. 1 (1): 27-31 (1995)).

O processo de desenvolvimento wvascular ¢é rigidamente
controlado. Até a data, um numero significativo de
moléculas, principalmente fatores segregados produzidos por
células circundantes, tém mostrado regular a diferenciacéao,
proliferacdo, migracdo e coalescéncia de CE em estruturas
do tipo cordao. Por exemplo, o fator de crescimento
endotelial wvascular (VEGF) foil identificado como o fator
chave envolvido na estimulacdo da angiogénese e na inducéo
da permeabilidade wvascular. Ferrara et al., Endocr. Rev.
18: 4-25 (1997). A descoberta de que a perda de mesmo um
unico alelo do VEGF resulta em pontos de letalidade do
embrido para um papel insubstituivel desempenhado por este
fator no desenvolvimento e na diferenciacdo do sistema
vascular. Para além disso, o VEGF tem sido mostrado ser um
mediador chave da neovascularizacdo associada a tumores e a
disturbios intraoculares. Ferrara et al., Endocr. Rev.,
supra. O ARNm do VEGF €& sobre-expresso pela maioria dos
tumores humanos examinados. Berkman et al., J. Clin.
Invest. 91: 153-59 (1993); Brown et al., Human Pathol. 26:
86—-91 (1995); Brown et al., Cancer Res. 53: 4727-35 (1993);
Mattern et al., Brit. J. Cancer 73: 931-34 (1996); Dvorak
et al., Am. J. Pathol. 146: 1029-39 (1995).

Para além disso, os niveis de concentracdo do VEGF nos

fluidos do olho estdo altamente correlacionados com a
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presenca de proliferacdo ativa de vasos sanguineos em
pacientes com retinopatias relacionadas com a diabetes e
com outras relacionadas com isquemia. Aiello et al., N.
Engl. J. Med. 331: 1480-87 (1994). Para além disso, os
estudos tém demonstrado a localizacdo do VEGF nas membranas
neovasculares da coroide em pacientes afetados pela DMRI.
Lopez et al., Invest. Ophthalm. Vis. Sci. 37: 855-68
(1996) .

Os anticorpos neutralizantes anti-VEGF suprimem o
crescimento de uma variedade de linhas celulares tumorais
humanas em ratinhos nus (Kim et al., Nature, 362: 841-44
(1993); Warren et al., J. Clin. Invest. 95: 1789-97 (1995);
Borgstrdm et al., Cancer Res. 56: 4032-39 (1996); Melnyk et
al., Cancer Res. 56: 921-24 (1996)), e também inibem a
angiogénese intraocular em modelos de disturbios retinais
isquémicos. (Adamis et al., Arch. Ophthalmol. 114: 66-71
(1996)). Por conseguinte, os anticorpos monoclonais anti-
VEGF ou outros inibidores da acdao do VEGF sao candidatos
promissores para o tratamento de tumores e de varios
disturbios neovasculares intraoculares. Tais anticorpos séo
descritos, por exemplo, no documento EP 817 648, publicada
a 14 de Jjaneiro de 1998; e nos documentos WO 98/45331 e WO
98/45332, ambas publicadas a 15 de outubro de 1998. Um
anticorpo anti-VEGF, o bevacizumab, foi aprovado pela FDA
para o uso em combinagdao com um regime de quimioterapia
para o tratamento do cancro colorretal metastédtico (CCR). E
o0 bevacizumab estd a ser investigado em muitos ensaios
clinicos em curso para o tratamento de vadrias indicagdes de
cancro.

O recetor EphB4 ("EphB4" ou "EphB4R") é um membro da
familia de recetores eph, que constituli a maior familia de
recetores tirosina cinase no genoma humano (revisto em
Dodelet, Oncogene, 19: 5614-5619, 2000). Os recetores eph
humanos de tirosina cinases sao categorizados por

identidade de sequéncia numa classe A e numa classe B, com
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os ligandos do tipo A e do tipo B correspondentes referidos
como efrinas. A sinalizacdo pode ocorrer de uma maneira
direta, na qual o recetor tirosina cinase ¢é ativado pelo
ligando, e de uma maneira inversa, em gue o0s ligandos
efrinaB transmembranares sao ativados pela interacdo com o0s
recetores. As interacdes de ligando Eph com o recetor tém
sido implicadas numa grande variedade de funcgdes
biolégicas, incluindo o direcionamento de axdénios, a
formacdo das fronteiras do tecido, a vasculogénese e a
motilidade celular (Kullander et al., Nat. Rev. Mol. Cell.
Biol., 3: 475-486, 2002; Cheng et al., Cytokine Growth
Factor Rev., 13: 75-85, 2002; Coulthard et al., Int. J.
Dev. Biol., 46: 375-384, 2002). O EphB4 liga-se a ligandos
tais como a efrina-Bl, a efrina-B2 e a efrina-B3. O recetor
EphB4 tem uma regido extracelular com um motivo rico em
cisteina que se prolonga ao longo da sua metade do terminal
amino seguido por dois motivos de fibronectina de tipo II.
Existe um dominio intracelular com uma regido conservada de
cinase e um dominio transmembranar.

E evidente que continua a existir uma necessidade de
agentes que tenham atributos clinicos que sejam étimos para
o desenvolvimento como agentes terapéuticos. A invencdao
aqul descrita alcancga esta necessidade e proporciona outros
beneficios.

0 documento WO 2004/024773 divulga métodos para a
inibicgao do crescimento de uma célula cancerigena
utilizando wum anticorpo, ou uma porcao de ligagao ao
antigénio do mesmo, que se liga a um epitopo do polipéptido
de EphB4. Sao também aqui divulgados os anticorpos
purificados de EphB4, os métodos para a prevengcao ou o
tratamento de <cancro e os métodos de i1dentificacdo de
agentes que podem inibir o crescimento cancerigeno de uma
célula.

0 documento WO 2005/090406 divulga composigdes

polipeptidicas (por exemplo, anticorpos e porgdes de
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ligacdo a antigénios dos mesmos, que se ligam ao EphB4), e
métodos para a inibicgdo da atividade do EphB4. S&o também
divulgados os métodos e as composicgdes para o tratamento do
cancro ou para o tratamento de doencas associadas a
angiogénese.

SUMARIO DA INVENGAO

A invencdo é em parte baseada na identificacdo de uma
variedade de agentes de ligacao do EphB4 (tais como
imunoconjugados, anticorpos e fragmentos dos mesmos). O
EphB4 apresenta-se como um alvo terapéutico importante e
vantajoso, e a invencdo proporciona composicdes e métodos
baseados na ligacdo do EphB4. 0Os agentes de 1ligacdo do
EphB4 da invencgdo, tal como aqui descritos, proporcionam
agentes terapéuticos e de diagndstico importantes para a
utilizacdo no direcionamento a condigdes patoldgicas
associadas com a expressdo e/ou a atividade das vias
ligando EphB4-EphB4. Por conseguinte, a invengao
proporciona os métodos, as composigdes, os kits e o0s
artigos de fabrico relacionados com a ligacdo do EphB4.

A presente invengao proporciona anticorpos, tal como
definidos nas reivindicacdes, dque se ligam (tal como
ligacdo especifica) ao EphB4. A forma de comprimento
completo de IgG do anticorpo pode ligar-se especificamente
ao EphB4 humano com uma afinidade de ligacédo de cerca de 50
PM ou melhor. Tal como estd bem estabelecido na tecnologia,
a afinidade de ligacdao de um ligando ao seu recetor pode
ser determinada utilizando qualgquer um de uma variedade de
ensaios, e expressa em termos de uma variedade de valores
quantitativos. Por conseguinte, numa forma de realizacgao, a
afinidade de 1ligacdo €& expressa como valores de Kd, e
reflete a afinidade de ligacdo intrinseca (por exemplo, com
efeitos de avidez minimizados) . Geralmente e
preferivelmente, a afinidade de ligacdo é medida in vitro,
quer num ambiente isento de células ou associado a células.

Podem ser utilizados qualquer um de uma série de ensaios
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conhecidos na tecnologia, incluindo aqueles agqui descritos,
para obter medicdes de afinidade de ligacédo, incluindo, por
exemplo, Biacore, radioimunoensaio (RIA) e ELISA.

O anticorpo pode ligar-se a uma regido de ligacdo do
ligando do EphB4. Em algumas formas de realizagao, o
anticorpo isolado ligasse a um polipéptido que compreende,
gue consiste em, ou que consiste essencialmente do dominio
extracelular do EphB4.

O anticorpo inibe, reduz, e/ou bloqueia a atividade do
EphB4, incluindo a autofosforilacdo do EphB4 e a ligacao da
Efrina B2 ao EphB4. E também divulgado um anticorpo anti-
EphB4, que compreende:

(a) pelo menos uma, duas, trés, quatro ou cinco
sequéncias da regido hipervaridvel (HVR) selecionadas a
partir do grupo que consiste de:

(1) HVR-L1 que compreende a sequéncia Al - All, em que

Al - All é RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 9)

(ii) HVR-L2 que compreende a sequéncia Bl - B7, em que

Bl - B7 é SASFLYS (SEQ ID NO: 11)

(iii) HVR-L3 que compreende a sequéncia Cl1 - C9, em
que Cl - C9 é QESTTTPPT (SEQ ID NO: 15)
(iv) HVR-H1 que compreende a sequéncia D1 - D10, em

que D1 - D10 é GFSISNYYLH (SEQ ID NO: 2)

(v) HVR-H2 que compreende a sequéncia E1 - E18, em que

El - E18 é GGIYLYGSSSEYADSVKG (SEQ ID NO: 4) e

(vi) HVR-H3 que compreende a sequéncia F1 - F17, em

que F1 - F17 & ARGSGLRLGGLDYAMDY (SEQ ID NO: 7); e

(b) pelo menos uma variante da HVR, em gue a sequéncia

da variante da HVR compreende a modificagdo de pelo menos
um residuo da sequéncia representada nas SEQ ID NO: 1 - 17.

De acordo com as reivindicacgdes, a invencgao
proporciona um anticorpo que compreende seis HVR, em que
cada HVR compreende ou consiste de uma sequéncia
selecionada a partir do grupo gue consiste nas SEQ ID NO: 1

- 17, e em que a SEQ ID NO: 9 ou a 10 correspondem a uma
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HVR-L1, a SEQ ID NO: 11 ou a 12 correspondem a uma HVR-L2,
as SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, ou a 17 correspondem a uma
HVR-L3, a SEQ ID NO: 1 ou a 2 correspondem a uma HVR-H1l, as
SEQ ID NO: 3, 4, 5, ou a 6 correspondem a uma HVR-H2, e a
SEQ ID NO: 7 ou a 8 correspondem a uma HVR-H3.

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéo
compreende a HVR-L1, a HVR-LZ, a HVR-L3, a HVR-Hl, a HVR-H2
e a HVR-H3, em que cada uma, por ordem, compreende a SEQ ID
NO: 9, 11, 13, 1, 3, 7.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo da invencéo
compreende a HVR-L1, a HVR-L2, a HVR-L3, a HVR-H1l, a HVR-H2
e a HVR-H3, em que cada uma, por ordem, compreende a SEQ ID
NO: 10, 12, 14, 1, 3, 8.

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéo
compreende a HVR-L1, a HVR-L2, a HVR-L3, a HVR-Hl, a HVR-H2
e a HVR-H3, em que cada uma, por ordem, compreende a SEQ ID
NO: 9, 11, 15, 2, 4, 7.

Numa forma de realizacdao, um anticorpo da invencéo
compreende a HVR-L1, a HVR-LZ, a HVR-L3, a HVR-Hl, a HVR-H2
e a HVR-H3, em que cada uma, por ordem, compreende a SEQ ID
NO: 9, 11, 16, 1, 5, 7.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo da invencéo
compreende a HVR-L1, a HVR-LZ2, a HVR-L3, a HVR-Hl, a HVR-H2
e a HVR-H3, em que cada uma, por ordem, compreende a SEQ ID
NO: 9, 11, 17, 1, 6, 7.

As variantes das HVR num anticorpo aqui descrito podem
ter modificagbes de um ou mais (tal como dois, trés,
quatro, cinco, ou mais) residuos dentro da HVR.

Uma variante da HVR-L1 pode compreender de 1 - 5 (1,
2, 3, 4 ou 5) substituicgdes, em qgqualgquer combinacao, das
posic¢cdes que se seguem: A6 (V ou S), A7 (S ou E), A8 (T ou
I), A9 (A ou F), e A10 (V ou L).

Uma variante da HVR-LZ2 pode compreender de 1 - 2 (1 ou
2) substituicdes, em qualquer combinacido, das posig¢des que

se seguem: B4 (F ou N) e B6 (Y ou E).
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Uma variante da HVR-L3 pode compreender de 1 - 7 (1,
2, 3, 4, 5, 6 ou 7) substituic¢des, em qualgquer combinacgéao,
das posicgdes que se seguem: C2 (Q, E, ou K), C3 (S ou T),
c4 (Y, N, T, E ou A), C5 (T, A ou Q), C6 (T, VvV, ou I), C8
(P, L, ou E), € C9 (T ou S).

Uma variante da HVR-H1 pode compreender de 1 - 3 (1,
2, ou 3) substituig¢des, em qualquer combinacgao, das
posigdes que se seguem: D3 (T ou S), D6 (G ou N), e D9 (I
ou L).

Uma variante da HVR-H2 pode compreender de 1 - 5 (1,
2, 3, 4 ou 5) substituic¢bes, em qgualquer combinacédo, das
posic¢cdes que se seguem: E5 (P ou L), E7 (S ou G), E8 (G ou
S), E10 (T, S ou R), € E11 (D, E ou G).

Uma variante da HVR-H3 pode compreender 1 substituicéo
nas posicdes que se seguem: F3 (G ou S).

A(s) letra(s) entre parénteses a seguir a cada posicgédo
indica(m) uma substituig¢do ilustrativa (ou seja, uma
substituicdo) de aminodcidos; como seria evidente para um
perito na especialidade, a adequacgdo de outros aminodcidos
como aminocdcidos de substituicdo no contexto aqui descrito
pode ser avaliada rotineiramente utilizando técnicas
conhecidas na tecnologia e/ou agqui descritas.

As sequéncias de aminodcidos das SEQ ID NO: 1 - 17
estdo numeradas em relacdo a HVR individual (isto €, H1, H2
ou H3), tal como indicado na figura 1, sendo a numeracédo
consistente com o sistema de numeracao de Kabat tal como
descrito em seguida.

Também sé&o divulgados anticorpos gque compreendem as
sequéncias da cadeia pesada da HVR tal como representado na
figura 1.

Também sé&o divulgados anticorpos gque compreendem as
sequéncias da cadeia leve da HVR tal como representado na
figura 1.

Alguns anticorpos aqgqui divulgados compreendem um

dominio varidvel de cadeia leve do anticorpo 4D5 humanizado
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(huMAb4D5-8) (HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San
Francisco, CA, EUA) (também referido na patente U.S. N°,
6.407.213 e em Lcc et al., J. Mol. Biol. (2004), 340 (5):
1073-93), tal como ilustrado na SEQ ID NO: 18 em seguida.

1 Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala

Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala
Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
Val Glu Ile Lys 107 (SEQ ID NO: 18) (os residuos da
HVR estdo sublinhados)

Em algumas formas de realizacao dos anticorpos da
invencdo, a sequéncia do dominio varidvel de cadeia leve de
huMAb4D5-8 é modificada em uma ou mais das posicdes 30, 66
e 91 (Asn, Arg e His, tal como indicado anteriormente a
negrito/itédlico, respetivamente). Numa forma de realizacdo,
a sequéncia modificada de huMAb4D5-8 compreende Ser na
posigdo 30, Gly na posigdo 66 e/ou Ser na posicdo 91. Por
conseguinte, numa forma de realizacdo, um anticorpo da
invencdo compreende um dominio varidvel de cadeia leve dque
compreende a sequéncia ilustrada na SEQ ID NO: 52 em
seguida:

1 Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala
Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala
Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
Val Glu Ile Lys 107 (SEQ ID NO: 52) (os residuos da
HVR estdo sublinhados)

10
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Os residuos substituidos com respeito a huMAb4D5-8
estdo anteriormente indicados em negrito/itélico.

Os anticorpos da invencao podem compreender qualquer
sequéncia de dominio wvaridvel de estrutura adequada, desde
que a atividade de ligacdo de EphB4 seja substancialmente
retida. Por exemplo, em algumas formas de realizacao, o0s
anticorpos da invencdo compreendem uma sSequéncia de
consenso de estrutura de cadeia pesada do subgrupo III
humana. Numa forma de realizacdo destes anticorpos, a
sequéncia de consenso de estrutura compreende substituicdo
na posicdo 71, 73 e/ou 78. Em algumas formas de realizacdo
destes anticorpos, a posicdo 71 é A, a 73 é T e/ou a 78 é
A. Numa forma de realizacdo, estes anticorpos compreendem
sequéncias de estrutura do dominio varidvel de cadeia
pesada de huMAb4D5-8 (HERCEPTIN®, Genentech, 1Inc., South
San Francisco, CA, EUA) (também referido nas patentes US
n°. 6.407.213 e 5.821.337, e em Lee et al., J. Mol. Biol.
(2004), 340 (5): 1073-93). Numa forma de realizacdo, estes
anticorpos compreendem ainda uma sequéncia de consenso de
estrutura de <cadeia leve humana kI. Numa forma de
realizacdo, estes anticorpos compreendem sequéncias de
cadeia leve da HVR de huMAb4D5-8, tal como descrito nas
patentes U.S. n°. 6.407.213 e 5.821.337). Numa forma de
realizacdo, estes anticorpos compreendem sequéncias de
dominio varidvel de cadeia leve de huMAb4D5-8 (HERCEPTINL],
Genentech, Inc., South San Francisco, CA, EUA) (também
referido nas patentes U.S. n°. 6.407.213 e 5.821.337, e em
Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340 (5): 1073-93).

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéo
compreende um dominio varidvel de cadeia pesada, em que a
sequéncia de estrutura compreende a sequéncia das SEQ 1ID
NO: 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36 e/ou 37, e as sequéncias das HVR-H1, H2 e HS3
sdo as SEQ ID NO: 9, 11, e 15, respetivamente. Numa forma

de realizacdo, um anticorpo da invengdo compreende um
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dominio wvaridvel de cadeia leve, em gque a sequéncia de
estrutura compreende a seqgquéncia das SEQ ID NO: 38, 39, 40
e/ou 41, e as sequéncias das HVR L1, L2 e L3 sd&o as SEQ ID
NO: 2, 4, e 7, respetivamente.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo da invencao
compreende um dominio varidvel de cadeia pesada, em que a
sequéncia de estrutura compreende a sequéncia das SEQ ID
NO: 46, 47, 48 e/ou 49, e as sequéncias das HVR Hl, H2 e H3
sdo as SEQ ID NO: 2, 4, e 7, respetivamente. Numa forma de
realizacgdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
varidvel de cadeia leve, em que a sequéncia de estrutura
compreende a sequéncia das SEQ ID NO: 42, 43, 44 e/ou 45, e
as sequéncias das HVR L1, 1L2 e L3 sdo as SEQ ID NO: 9, 11,
e 15, respetivamente.

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéo
compreende um dominio wvaridvel de cadeia pesada, em que a
sequéncia de estrutura compreende as sequéncias das SEQ ID
NO: 46, 47, 51, e 49, e as sequéncias das HVR H1l, H2 e H3
sdao as SEQ ID NO: 2, 4, e 7, respetivamente. Numa forma de
realizacdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
variadavel de cadeia leve, em que a sequéncia de estrutura
compreende as sequéncias das SEQ ID NO: 42, 43, 50, e 45, e
as sequéncias das HVR L1, L2 e L3 sdo as SEQ ID NO: 9, 11 e
15, respetivamente.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo da invencao é
maturado por afinidade para se obter a afinidade de ligacéo
ao alvo desejada. Num exemplo, um anticorpo maturado por
afinidade da invencdo compreende uma substituicd&o em uma ou
mais posicdes de aminodcido H28, H31, H34, H52a, H5H4, H55,
H57, H58, H95, L29, 1L30, L31, L32, L33, L53, L55, L90, L91,
L9%92, L93, L94, 196, ou L97. Num exemplo um anticorpo
maturado por afinidade da invencao compreende uma ou mais
das substituicdes que se seguem: (a) na cadeia pesada,
T28S, G31N, I34L, P52al, S54G, G55S, T57S ou R, D58, E ou
G, G958 ou (b) na cadeia leve, V295, S30E, T31I, A32F,
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V33L, F53N, Y55E, Q90E ou K, S91T, Y92N T E ou A, T93V ou
I, T94V ou I, P96L ou E, ou T97S.

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéo
compreende um dominio varidvel de <cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 53. Numa forma de
realizacdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: b54. Numa forma de realizacdo, um anticorpo da
invengdo compreende um dominio varidvel de cadeia pesada
que compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 53, e um dominio
varidvel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 54.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo da invencéo
compreende um dominio variadvel de <cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 55. Numa forma de
realizacgdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
varidvel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 56. Numa forma de realizacdo, um anticorpo da
invencado compreende um dominio varidvel de cadeia pesada
gue compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 55, e um dominio
varidavel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 56.

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéo
compreende um dominio varidvel de <cadeia pesada que
compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 57. Numa forma de
realizacgdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
varidvel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: b58. Numa forma de realizacdo, um anticorpo da
invencdo compreende um dominio varidvel de cadeia pesada
que compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 57, e um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 58.

Numa forma de realizacao, um anticorpo da invencéao
compreende um dominio variavel de cadeia ©pesada que

compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 59. Numa forma de
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realizacgdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
varidvel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 60. Numa forma de realizacdo, um anticorpo da
invencao compreende um dominio varidvel de cadeia pesada
que compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 59, e um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 60.

Numa forma de realizacgao, um anticorpo da invencéo
compreende um dominio varidvel de <cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 61. Numa forma de
realizacgdo, um anticorpo da invencdo compreende um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 62. Numa forma de realizacdo, um anticorpo da
invencdo compreende um dominio wvaridvel de cadeia pesada
que compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 61, e um dominio
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia da SEQ
ID NO: 62.

Num aspeto, a invengao proporciona um anticorpo dgque
compete com qualgquer um dos anticorpos mencionados
anteriormente para a ligagdo a EphB4. Num aspeto, a
invengcdo proporciona um anticorpo que se liga ao mesmo
epitopo em EphB4, tal como qualquer um dos anticorpos
mencionados anteriormente.

Tal como ¢é conhecido na tecnologia, e tal como
descrito em maior pormenor em seguida, a posicdo/limite do
aminocdcido que delimita wuma regido hipervaridvel de um
anticorpo pode variar, dependendo do contexto e das
diversas definig¢gdes conhecidas na tecnologia (tal como
descrito em seguida). Algumas posicgdes dentro de um dominio
varidavel podem ser vistas como posigdes hipervaridveis
hibridas, uma vez que estas posicgdes podem ser consideradas
como estando dentro de uma regido hipervaridvel sob um
conjunto de critérios, enquanto estando a ser consideradas
como estando fora de wuma regido hipervariavel sob um

conjunto diferente de critérios. Uma ou mais destas
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posicdes podem  também ser encontradas nas regides
hipervaridveis prolongadas (tal como melhor definido em
seguida) .

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo é um
anticorpo monoclonal. Em algumas formas de realizacgao, o
anticorpo é um anticorpo policlonal. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo € selecionado a partir do grupo que
consiste de um anticorpo quimérico, um anticorpo maturado
por afinidade, um anticorpo humanizado e um anticorpo
humano. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo é um
fragmento de anticorpo. Em algumas formas de realizacgdo, o
anticorpo é Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab'), ou scFv.

Numa forma de realizacdo, o anticorpo é um anticorpo
quimérico, por exemplo, um anticorpo gque compreende as
sequéncias de ligacdo ao antigénio de um dador ndo humano
transplantado para uma sequéncia heterdloga nado humana,
humana ou humanizada (por exemplo, sequéncias de estrutura
e/ou de dominio constante). Numa forma de realizacdo, o
dador né&o humano é¢ um ratinho. Numa forma de realizacéo,
uma sequéncia de ligagdo ao antigénio é sintética, por
exemplo, obtida através de mutagénese (por exemplo,
rastreio de apresentacdo de fagos, etc.). Numa forma de
realizacdo, um anticorpo quimérico da invengdo possui
regides V de murino e a regido C humana. Numa forma de
realizagdo, a regido V da cadeia leve de murino é fusionada
com uma cadeia leve kapa humana. Numa forma de realizacéao,
a regido V da cadeia pesada de murino é fusionada com uma
regido IgGl C humana.

Os anticorpos humanizados da invencao incluem aqueles
que tém substituicgdes de aminoadcidos na FR e nas variantes
de maturagao de afinidade com alteracgdes nas CDR
transplantadas. Os aminoadcidos substituidos na CDR ou FR
nao estao limitados aos presentes no anticorpo do dador ou
do recetor. Em outras formas de realizacdao, os anticorpos

da invengdo compreendem ainda alteragdes nos residuos de
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aminodcidos na regido Fc, que conduzem a uma funcao
efectora aumentada incluindo CDC potenciada e/ou funcdo
ADCC e morte de células-B. Outros anticorpos da invencéo
incluem aqueles que tém modificacgdes especificas que
melhoram a estabilidade. Em outras formas de realizacgao, o0s
anticorpos da invencgdo compreendem alteragdes nos residuos
de aminocdcidos na regido Fc, que levam a diminuicdo da
funcdo efectora, por exemplo, diminuig¢do de CDC e/ou funcgéo
ADCC e/ou diminuicdo da morte de células-B. Em algumas
formas de realizacdo, os anticorpos da invencdo séao
caracterizados pela diminuigcdo da ligacgéao (tal como
auséncia de ligacgédo) ao fator do complemento humano Clg
e/ou recetor de Fc humano em células natural killer (NK).
Em algumas formas de realizagdo, os anticorpos da invencéao
sdo caracterizados pela diminuicdo da ligacao (tal como a
auséncia de 1ligacédo) a FcyRI humano, FcyRIIA, e/ou
FcyRIIIA. Em algumas formas de realizacgdo, os anticorpos da
invencao séado da classe IgG (por exemplo, IgGl ou IgG4), e
compreendem pelo menos uma mutacgdo em E233, L234, G236,
D265, D270, N297, E318, K320, K322, A327, A330, P331 e/ou
P329 (numeracgdo de acordo com o indice da UE). Em algumas
formas de realizagao, o0s anticorpos compreendem a mutacédo
L234A/L235A ou D265A/N297A.

Num aspeto, a invencdo proporciona polipéptidos anti-
EphB4 que compreendem qualquer uma das sequéncias de
ligagdo ao antigénio aqui proporcionadas, em gue O0S
polipéptidos anti-EphB4 se ligam especificamente a EphB4.

Os anticorpos da invencédo ligam-se (tal como se ligam
especificamente) a EphB4, e bloqueiam a ligacdo de EfrinaB2
a EphB4, e Dbloqueiam a fosforilacdo da tirosina de EphB4
mediada por EfrinaB2, e nado reagem de forma cruzada com
EphBl humano, EphB2 humano, EphB3 humano ou EphB6 humano.
Em algumas formas de realizacdo, eles podem modular um ou
mais outros aspetos dos efeitos associados a EphB4,

incluindo, mas nao se limitado a, ativacédo de EphB4,
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sinalizagdo molecular a Jusante de EphB4, ativacgcao do
ligando de EphB4, sinalizacdo molecular a Jjusante do
ligando de EphB4, e/ou multimerizacdo de EphR4, e/ou
fosforilacdo do 1ligando de EphB4, e/ou perturbacgdes de
qualguer via bioldgica biologicamente relevante de EphB4
e/ou do ligando de EphB4, inibicdo da angiogénese, e/ou
tratamento e/ou prevencao de um tumor, disturbio
proliferativo celular ou um cancro; e/ou tratamento ou
prevengdo de um disturbio associado a expressdo de EphB4
e/ou atividade (tal como o aumento da expressdo de EphB4
e/ou atividade). Em algumas formas de —realizacédo, o
anticorpo da invencado liga-se especificamente a EphB4. Em
algumas formas de realizacao, o) anticorpo liga-se
especificamente ao dominio extracelular de EphB4 (ECD). Em
algumas formas de realizacgao, o) anticorpo liga-se
especificamente a um polipéptido que consiste em, ou que
consiste essencialmente no dominio extracelular de EphB4.
Em algumas formas de realizagdo, o anticorpo liga-se
especificamente a EphB4 com uma KD de cerca de 50 pM ou
mais forte. Em algumas formas de realizagao, o anticorpo da
invencdo reduz, inibe, e/ou blogueia a atividade de EphB4
in vivo e/ou 1in wvitro. De acordo com a invencdo, O
anticorpo reduz, inibe e/ou blogqueia a autofosforilacdo de
EphB4. De acordo com a invengao, o© anticorpo compete pela
ligagédo com EfrinaBR2 (reduz e/ou bloqueia a ligagdo de
EfrinaB2 a EphB4).

Num aspeto, a invengao proporciona a utilizacdo de um
anticorpo da invencdo na preparacido de um medicamento para
o tratamento terapéutico e/ou profiladtico de um disturbio,
tal como um cancro, um tumor, e/ou um disturbio
proliferativo celular. Em algumas formas de realizacdo, o
disturbio é uma neuropatia ou uma doenga neurodegenerativa.

Num aspeto, a invengao proporciona a utilizacdo de um
anticorpo da invencdo na preparacido de um medicamento para

a inibicdo da angiogénese.
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Num aspeto, a 1invencdo proporciona composigdes dque
compreendem um ou mais anticorpos da invencgdo e um
transportador. Numa forma de realizacdo, o transportador é
farmaceuticamente aceitével.

Num aspeto, a invencdo proporciona &cidos nucleicos
que codificam para um anticorpo anti-EphB4 da invencao.

Num aspeto, a invencdo proporciona vetores que
compreendem um Aacido nucleico da invencgéo.

Num aspeto, a invencdo proporciona composigcdes dque
compreendem um ou mais A&cidos nucleicos da invencdo e um
transportador. Numa forma de realizagdo, o transportador é
farmaceuticamente aceitéavel.

Num aspeto, a invencdo proporciona células hospedeiras
que compreendem um acido nucleico ou um vetor da invencgao.
Um vetor pode ser de qualquer tipo, por exemplo, um vetor
recombinante tal como um vetor de expressao. Podem ser
utilizadas gqualquer uma de uma variedade de células
hospedeiras. Numa forma de realizacgao, uma célula
hospedeira é uma célula procaridtica, por exemplo, E. coli.
Numa forma de realizagdo, uma célula hospedeira ¢é uma
célula eucaridtica, por exemplo, uma célula de mamifero,
tal como células de ovario de hamster chinés (CHO).

Num aspeto, a invencdo proporciona métodos para a
preparagdo de um anticorpo da 1invengédo. Por exemplo, a
invencdo ©proporciona métodos para a preparagdo de um
anticorpo anti-EphB4 (que, tal como é aqui definido, inclui
de comprimento total e fragmentos do mesmo), ou de um
imunoconjugado, compreendendo o método referido a expressao
numa célula hospedeira adequada, um vetor recombinante da
invencdo que codifica para o anticorpo referido (ou um
fragmento do mesmo), e a recuperacdo do anticorpo referido.

Também é divulgado um artigo de fabrico gque compreende
um recipiente; e uma composicgdo contida no interior do
recipiente, em que a composicdo compreende um ou mais

anticorpos anti-EphB4 da invencéao. Numa forma de
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realizacdo, a composicdo compreende um &cido nucleico da
invencao. Numa forma de realizacgdo, uma composicao que
compreende um anticorpo compreende ainda um transportador,
que em algumas formas de realizacao ¢ farmaceuticamente
aceitdvel. Numa forma de realizacdo, um artigo de fabrico
da invencao compreende ainda as instrugbdes para a
administracgéao da composicgao (para, por exemplo, o
anticorpo) a um sujeito (tais como instrucgdes para qualquer
um dos métodos agqui descritos).

E também divulgado um kit que compreende um primeiro
recipiente que compreende uma composicdo que compreende um
ou mais anticorpos anti-EphB4 da invencdo; e um segundo
recipiente que compreende um tampéo. Numa forma de
realizacgdo, o tampdo ¢é farmaceuticamente aceitdvel. Numa
forma de realizagao, uma composicdo gque compreende um
anticorpo compreende ainda um transportador, gque em algumas
formas de realizacdo ¢ farmaceuticamente aceitavel. Numa
forma de realizacao, um kit compreende ainda instrugdes
para a administracdo da composicdo (para, por exemplo, O
anticorpo) a um sujeito.

Num aspeto, a invengao proporciona a utilizacdo de um
anticorpo anti-EphB4 da 1invencdo na preparacao de um
medicamento para o tratamento terapéutico e/ou profiléatico
de um disturbio, tal como um cancro, um tumor, e/0ou um
disturbio proliferativo <celular. Em algumas formas de
realizacgdo, o disturbio €& uma neuropatia ou uma doenga
neurodegenerativa. Em algumas formas de realizacgdo, o
distarbio ¢é uma condigcdo patoldgica associada com a
angiogénese.

Também ¢é divulgada a utilizacgdo de um &acido nucleico
da invencdo na preparacdo de um medicamento para o
tratamento terapéutico e/ou profildtico de um disturbio,
tal como um cancro, um tumor, e/ou um disturbio
proliferativo celular. Em algumas formas de realizacdo, o

disturbio ¢ uma neuropatia ou uma doenca neurodegenerativa.
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Em algumas formas de realizacgdo, o disturbio é uma condicgéo
patoldégica associada com a angiogénese.

Também ¢é divulgada a wutilizacdo de um vetor de
expressao da invencdo na preparacdo de um medicamento para
0 tratamento terapéutico e/ou profildtico de um disturbio,
tal como um cancro, um tumor, e/ou um disturbio
proliferativo celular. Em algumas formas de realizacdo, o
distirbio é uma neuropatia ou uma doenca neurodegenerativa.
Em algumas formas de realizacdo, o disturbio é uma condicéo
patoldégica associada com a angiogénese.

Também ¢é divulgada a utilizagdo de uma célula
hospedeira da invencdo na preparacao de um medicamento para
o tratamento terapéutico e/ou profildtico de um disturbio,
tal como um cancro, um  tumor, e/ou um disturbio
proliferativo celular. Em algumas formas de realizacdo, o
disturbio ¢ uma neuropatia ou uma doenca neurodegenerativa.
Em algumas formas de realizagdo, o disturbio é uma condicgéo
patoldégica associada com a angiogénese.

Também ¢é divulgada a utilizacdo de um artigo de
fabrico da invengao na preparacgao de um medicamento para o
tratamento terapéutico e/ou profildtico de um disturbio,
tal como um cancro, um  tumor, e/ou um disturbio
proliferativo celular. Em algumas formas de realizacao, o
distirbio é uma neuropatia ou uma doenca neurodegenerativa.
Em algumas formas de realizacgdo, o disturbio é uma condicgéo
patoldgica associada com a angiogénese.

Também é divulgada a utilizacdo de um kit da invencéo
na preparagdo de um medicamento para o tratamento
terapéutico e/ou profildtico de um disturbio, tal como um
cancro, um tumor, e/ou um disturbio proliferativo celular.
Em algumas formas de realizacéao, o disturbio € uma
neuropatia ou uma doenca neurodegenerativa. Em algumas
formas de realizacdo, o disturbio é uma condicgdo patoldgica
associada com a angiogénese.

A invengdo proporciona meios, tal como definidos nas
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reivindicac¢des, UGteis para a modulacdo de estados de doenca
associados a expressdo e/ou a atividade de EphB4, tais como
o aumento ou a diminuigdo da expressdo e/ou da atividade,
ou da expressdo indesejada e/ou atividade.

Num aspeto, a invencao proporciona meios para o0
tratamento ou a prevencdo de um tumor, um cancro, €/ou um
disturbio proliferativo <celular associados a expressao
aumentada e/ou a atividade de EphB4, por administracdo de
uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um
sujeito em necessidade de tal tratamento.

Também sdo divulgados métodos para matar uma célula
(tal como uma célula cancerigena ou tumoral), compreendendo
0os métodos a administracdo de uma quantidade eficaz de um
anticorpo anti-EphB4 a um sujeito em necessidade de tal
tratamento.

Num aspeto, a invengdo proporciona meios para reduzir,
inibir, bloguear ou prevenir o crescimento de um tumor ou
cancro, por administracdao de uma quantidade eficaz de um
anticorpo anti-EphB4 a um sujeito em necessidade de tal
tratamento.

Também sdo divulgados métodos para o tratamento ou a
prevengao de uma neuropatia ou de uma doenca
neurodegenerativa, ou a reparagdo de uma célula do nervo
danificada, compreendendo os métodos a administracdo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um sujeito
em necessidade de tal tratamento.

Também sdo divulgados métodos para promover O
desenvolvimento, proliferacdo, manutencdo ou regeneracgao de
neurdénios, compreendendo os métodos a administracdo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um sujeito
em necessidade de tal tratamento.

Num aspeto, a 1nvengao proporciona meios para a
inibicdo da angiogénese, que compreendem a administracdo de
uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um

sujeito em necessidade de tal tratamento.
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Num aspeto, a 1nvengao proporciona meios para o
tratamento de uma condigdo patoldgica associada com a
angiogénese, que compreende a administracéao de uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um sujeito
em necessidade de tal tratamento. Em algumas formas de
realizacéao, a condicgéao patoldégica associada com a
angiogénese ¢é um tumor, um cancro, e/ou um disturbio
proliferativo celular. Em algumas formas de realizacao, a
condicdo patoldgica associada com a angiogénese ¢é uma
doenca neovascular intraocular.

A invencdo pode ser utilizada para afetar qualquer
estado patoldégico adequado. 0Os disturbios exemplares séo
aquil descritos, e incluem um cancro selecionado a partir do

grupo que consiste em cancro do pulméo de pequenas células,

neuroblastomas, melanoma, carcinoma da mama, cancro
gastrico, cancro colorretal (CCR), e carcinoma
hepatocelular.

Numa forma de realizacdo, uma célula que & visada pela
invencdo ¢ uma célula cancerigena. Por exemplo, uma célula
cancerigena pode ser uma selecionada a partir do grupo que
consiste em uma célula de cancro da mama, uma célula de
cancro colorretal, uma célula de cancro do pulmido, uma
célula de carcinoma papilar, uma célula de cancro do cdélon,
uma célula de cancro pancredtico, uma célula de cancro do
ovario, uma célula de cancro cervical, uma célula de cancro
do sistema nervoso central, uma célula de sarcoma
osteogénico, uma célula de carcinoma renal, uma célula de
carcinoma hepatocelular, uma célula de cancro da bexiga,
uma célula de carcinoma gastrico, uma célula de carcinoma
escamoso da cabeca e pescogo, uma célula de melanoma, uma
célula de leucemia, e uma célula de adenoma do cdlon. Numa
forma de realizacdo, uma célula que é visada pela invengédo
¢ uma célula hiperproliferativa e/ou hiperplédsica. Numa
forma de realizacdo, uma célula que é visada pela invencéo

-

¢ uma célula displédsica. Em ainda outra forma de
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realizacgcdo, uma célula que ¢é visada pela 1invencdo ¢é uma
célula metastéatica.

Podem ser empregues passos adicionais de tratamento.
Por exemplo, numa realizacdo, uma célula alvo e/ou um
tecido (por exemplo, uma célula cencerigena) &€ exposto a um
tratamento de radiacdo ou a um agente gquimioterapéutico.

0 anticorpo anti-EphB4 da invencéao pode ser
administrado em combinagdo com uma quantidade eficaz de um
outro agente terapéutico (tal Ccomo um agente
antiangiogénese). Por exemplo, um (uns) anticorpo(s) anti-
EphB4 é (sdo) wutilizado(s) em combinagdes com um agente
anticancro ou um agente antiangiogénico para o tratamento
de varias condigdes neoplédsicas ou ndo neoplésicas. Numa
forma de realizacéo, a condigdo neoplésica ou néo
neopldsica € uma condicdo patoldgica associada com a
angiogénese. Em algumas formas de realizagdo, o outro
agente terapéutico €& um agente antiangiogénico, um agente
antineoplédsico, e/ou um agente guimioterapéutico.

O anticorpo anti-EphB4 pode ser administrado em série
ou em combinagdo com o outro agente terapéutico que é
eficaz para estes fins, gquer na mesma composicao ou em
composigcdes separadas. A administragdo do anticorpo anti-
EphB4 e do outro agente terapéutico (por exemplo, um agente
anticancro, um agente antiangiogénico) pode ser feita
simultaneamente, por exemplo, como uma composicdo uUnica, ou
como duas ou mais composig¢des distintas, usando a mesma ou
diferentes vias de administracdo. Alternativamente, ou
adicionalmente, a administracédo pode ser feita
sequencialmente, em qualquer ordem. Alternativamente, ou
adicionalmente, as etapas podem ser realizadas como uma
combinagcdo de tanto sequencialmente e simultaneamente, em
qualquer ordem. Em certas formas de realizacgéo, 0s
intervalos que variam de minutos a dias, até de semanas a
meses, podem estar presentes entre as administracdes das

duas ou mais composigdes. Por exemplo, o agente anticancro
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pode ser administrado primeiro, seguido pelo anticorpo
anti-EphB4. No entanto, também é contemplada a
administracdo simultédnea ou a administracdo do anticorpo
anti-EphB4 primeiro. Deste modo, num aspeto, a invencgéao
proporciona métodos que compreendem a administracdo de um
anticorpo anti-EphB4, seguida da administracdoc de um agente
antiangiogénico (tal como um anticorpo anti-VEGF, tal como
o bevacizumab) . Em certas formas de —realizacao, 0s
intervalos que variam de minutos a dias, até de semanas a
meses, podem estar presentes entre as administracdes das
duas ou mais composicdes.

Em certos aspetos, a invencdo proporciona meios para o
tratamento de um disturbio (tal como um tumor, um cancro,
e/ou um disturbio proliferativo <celular), através da
administracdo de quantidades eficazes de um anticorpo anti-
EphB4 e/ou de um (uns) inibidor(es) da angiogénese, e de um
ou mais agentes qguimioterapéuticos. Podem ser utilizados
uma variedade de agentes quimioterapéuticos nos métodos de
tratamento combinados da invencdo. E aqui proporcionada uma
lista exemplificativa e nao limitativa de agentes
quimioterapéuticos contemplados sob "Definicdes". A
administracgéao do anticorpo anti-EphB4 e do agente
quimioterapéutico pode ser efetuada simultaneamente, por
exemplo, como uma composicdo Unica ou como duas ou mais
composigdes distintas, usando as mesmas ou diferentes vias
de administracdo. Alternativamente, ou adicionalmente, a
administracdo pode ser feita sequencialmente, em qualquer
ordem. Alternativamente, ou adicionalmente, as etapas podem
ser realizadas como uma combinacdo tanto de sequencialmente
e simultaneamente, em qualquer ordem. Em certas formas de
realizagdo, os intervalos que variam de minutos a dias, até
de semanas a meses, podem estar presentes entre as
administracdes de duas ou mais composicdes. Por exemplo, O
agente quimioterapéutico pode ser administrado primeiro,

seguido pelo anticorpo anti-EphB4. No entanto, € também
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contemplada a administracdo simulténea ou a administracéao
do anticorpo anti-EphB4 primeiro. Deste modo, num aspeto, a
invencao proporciona métodos que compreendem a
administragcdo de um anticorpo anti-EphB4, seguido por
administracdo de um agente guimioterapéutico. Em certas
formas de realizacao, os intervalos que variam de minutos a
dias, até de semanas a meses, podem estar presentes entre
as administracgdes das duas ou mais composigodes.

Num aspeto, a invencédo proporciona meios de reforco da
eficdcia de um agente antiangiogénico num sujeito que tem
uma condicdo patoldgica associada com a angiogénese, que
compreende a administracdo ao sujeito de uma quantidade
eficaz de um anticorpo anti-EphB4 em combinagdo com o
agente antiangiogénico, aumentando deste modo a atividade
inibidora do agente antiangiogénico referido.

Num outro aspeto, tal como definido nas
reivindicag¢des, a invengdo proporciona métodos para a
detecdo de EphBA, compreendendo os métodos a detecdo na
amostra do complexo EphB4-anticorpo anti-EphB4. O termo
"detecdo", tal como é aqui wutilizado inclui a detecgéo
qualitativa e/ou quantitativa (medindo os niveis), com ou
sem referéncia a um controlo.

Num outro aspeto, tal como definido nas
reivindicagbdes, a invencdo proporciona métodos para o
diagnéstico de um disturbio associado a expressdo de EphR4
e/ou a atividade, compreendendo os métodos a detegdo do
complexo EphB4d-anticorpo anti-EphB4 numa amostra bioldgica
de um paciente tendo ou com suspeitas de ter o disturbio.
Em algumas formas de realizagdo, a expressdo de EphB4 é uma
expressao aumentada ou expressao anormal. De acordo com a
invencdo, o disturbio é um tumor, cancro, e/ou um disturbio
proliferativo celular.

Num outro aspeto, a invencdo proporciona qualquer um
dos anticorpos anti-EphB4 aqui descritos, em que oO

anticorpo anti-EphB4 compreende um marcador detetdvel.
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Num outro aspeto, a invencdo proporciona um complexo
de qualgquer um dos anticorpos anti-EphB4 aqui descritos e
EphB4. Em algumas formas de realizacdo, o complexo é 1in
vivo ou 1in vitro. Em algumas formas de realizacgdo, o
complexo compreende uma célula cancerigena. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo anti-EphB4 é marcado de
forma detetédvel.
BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS
FIGURA 1: sequéncias de ansa de HVR de cadeia pesada e
cadeia leve de anticorpos anti-EphB4. A figura mostra
as sequéncias de HVR de cadeia pesada, H1l, H2, e H3, e
as sequéncias de HVR de cadeia leve, L1, L2 e L3. A
numeracdo da sequéncia é tal como se segue: clone 30.35
(HVR-H1 é a SEQ ID NO: 1; HVR-H2 é a SEQ ID NO: 3; HVR-
H3 é a SEQ ID NO: 7; HVR-L1 é a SEQ ID NO: 9; HVR-L2 é
a SEQ ID NO: 11; HVR-L3 é a SEQ ID NO: 13); clone
30.35.1D2 (HVR-H1 é a SEQ ID NO: 1; HVR-H2 é a SEQ 1ID
NO: 3; HVR-H3 & SEQ ID NO: 8; HVR-L1 é a SEQ ID NO: 10;
HVR-1L2 & SEQ ID NO: 12; HVR-L3 é a SEQ ID NO: 14);
clone 30.35.2D8 (HVR-H1 €& a SEQ ID NO: 2; HVR-H2 é a
SEQ ID NO: 4; HVR-H3 é a SEQ ID NO: 7; HVR-L1 & a SEQ
ID NO: 9; HVR-1L2 é a SEQ ID NO: 11; HVR-L3 é a SEQ 1ID
NO: 15); clone 30.35.2D12 (HVR-H1 & a SEQ ID NO: 1;
HVR-H2 é a SEQ ID NO: 5; HVR-H3 é a SEQ ID NO: 7; HVR-
L1 é a SEQ ID NO: 9; HVR-L2 é a SEQ ID NO: 11; HVR-L3 é
a SEQ ID NO: 16); e clone 30.35.2D13 (HVR-H1 é a SEQ ID
NO: 1; HVR-H2 é a SEQ ID NO: 6; HVR-H3 é a SEQ ID NO:
7; HVR-L1 é a SEQ ID NO: 9; HVR-L2 é a SEQ ID NO: 11;
HVR-L3 €& a SEQ ID NO: 17).
As posicgdes dos aminodcidos sdo numeradas de acordo com
o sistema de numeracdo de Kabat, tal como descrito em
seguida.
As FIGURAS 2A e 2B e 3 ilustram as sequéncias
exemplares de estrutura de consenso aceitadoras de

humano para a utilizagdo na ©préatica da presente

26



EP1973950B1

invengdo com identificadores de sequéncia tal como se
segue:
Estruturas de consenso pesadas variaveis (VH) (FIG.
2A e 2B)

estrutura de consenso de VH de humano do subgrupo I
menos as CDR de Kabat (SEQ ID NO: 19)

estrutura de consenso de VH de humano do subgrupo I
menos as regides hipervaridveils prolongadas (SEQ 1ID
NO: 20 - 22)

estrutura de consenso de VH de humano do subgrupo II
menos as CDR de Kabat (SEQ ID NO: 23)

estrutura de consenso de VH de humano do subgrupo II
menos as regides hipervaridveis prolongadas (SEQ 1ID
NO: 24 - 26)

estrutura de consenso de VH de humano do subgrupo III
menos as CDR de Kabat (SEQ ID NO: 27)

estrutura de consenso de VH de humano do subgrupo III
menos as regides hipervariaveis prolongadas (SEQ 1ID
NO: 28 - 30)

estrutura aceitadora de VH de humano menos as CDR de
Kabat (SEQ ID NO: 31)

estrutura aceitadora de VH de humano menos as regides
hipervaridveis prolongadas (SEQ ID NO: 32 - 33)
estrutura aceitadora 2 de VH de humano menos as CDR
de Kabat (SEQ ID NO: 34)

estrutura aceitadora 2 de VH de humano menos as
regides hipervaridveis prolongadas (SEQ ID NO: 35 -
37)

Estruturas de consenso de leves variaveis (VL) (FIG.
3)

estrutura de consenso de VL kapa de humano do
subgrupo I (SEQ ID NO: 38)

estrutura de consenso de VL kapa de humano do
subgrupo II (SEQ ID NO: 39)

estrutura de consenso de VL kapa de humano do
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subgrupo III (SEQ ID NO: 40)

estrutura de consenso de VL kapa de humano do

subgrupo IV (SEQ ID NO: 41)
A FIGURA 4 ilustra as sequéncias da regidao de estrutura
das cadeias leve e pesada de huMAb4D5-8. 0Os numeros em
expoente/negrito indicam as posigdes de aminodcidos de
acordo com Kabat.
A FIGURA 5 ilustra as seguéncias da regido de estrutura
modificada/variante das cadeias leve e ©pesada de
huMAb4D5-8. Os numeros em expoente/negrito indicam as
posicdes de aminodcidos de acordo com Kabat.
A FIGURA 6 ilustra as regides variadveis da cadeia
pesada e as regides varidveis da cadeia leve dos clones
de anticorpo 30.35, 30.35.1D2, 30.35.2D8, 30.35.2D12, e
20.25.2D13.
FIGURA 7: Um anticorpo monoclonal anti-EpB4 blogueou a
sinalizagdo do recetor EphB4 num ensaio com base em
células.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencao proporciona anticorpos anti-EphB4,
que sdo Uteis para, por exemplo, o tratamento ou a
prevencdo de estados de doenca associados a expressédo e/ou
a atividade de EphB4, tais como o aumento da expressido e/ou
da atividade ou a expressdo indesejdvel e/ou atividade. Em
algumas formas de realizacdo, os anticorpos da invencédo séo
utilizados para tratar um tumor, um cancro, e/ou um
distuarbio proliferativo celular.

Noutro aspeto, os anticorpos anti-EphB4 da invencéo
encontram utilidade como reagentes para a detegdo e/ou o
isolamento de EphB4, tais como a detencdo de EphB4 em
vadrios tecidos e tipos de célula.

A invengdo proporciona ainda métodos de preparagdo de
anticorpos anti-EphB4, e polinucleétidos que codificam para
os anticorpos anti-EphB4.

Técnicas gerais
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As técnicas e procedimentos aqui descritos ou
referenciados sao geralmente bem entendidos e vulgarmente
empregues utilizando metodologia convencional pelos peritos
na especialidade, tais como, por exemplo, as metodologias
amplamente utilizadas descritas em Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32 edicdo (2001)
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel,
et al., eds., (2003)); as séries METHODS IN ENZYMOLOGY
(Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J.
MacPherson, B. D. Hames e G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow
e Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, e
ANTIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney, ed. (1987)).
Definig¢dbes

Um anticorpo "isolado" é um que foi identificado e
separado e/ou recuperado de um componente do seu ambiente
natural. Os componentes contaminantes do seu ambiente
natural sdo materiais que iriam interferir com as
utilizacdes de diagndstico ou terapéuticas para o
anticorpo, e podem incluir enzimas, hormonas e outros
solutos proteindceos ou ndo proteindceos. Em formas de
realizacédo preferidas, o anticorpo serd purificado (1) até
mais de 95% em peso de anticorpo tal como determinado pelo
método de Lowry, e mais preferivelmente mais do que 99% em
peso, (2) até um grau suficiente para obter pelo menos 15
residuos da sequéncia de aminodcidos do terminal-N ou
interna por utilizacdo de um sequenciador de copo rotativo,
ou (3) até a homogeneidade por SDS-PAGE sob condicdes
redutoras ou ndo redutoras utilizando azul de Coomassie ou,
de preferéncia, coloracdo de prata. O anticorpo isolado
inclui o anticorpo in situ dentro de células recombinantes,
uma vez que pelo menos um componente do ambiente natural do
anticorpo nado estard presente. Vulgarmente, contudo, o
anticorpo isolado sera preparado por pelo menos um passo de

purificacéo.
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Uma molécula de 4cido nucleico "isolada" ¢é uma
molécula de &cido nucleico que ¢é identificada e separada de
pelo menos uma molécula de acido nucleico contaminante, com
a qual estd vulgarmente associada na fonte natural do
anticorpo 4acido nucleico. Uma molécula de 4&acido nucleico
isolada é outra que nédo na forma ou configuragdo na qual é
encontrada na natureza. As moléculas de &cidos nucleicos
isolados distinguem-se portanto da molécula de 4&cido
nucleico tal como existe em células naturais. No entanto,
uma molécula de &acido nucleico isolada inclui uma molécula
de 4cido nucleico contida em células qgue expressam
vulgarmente o anticorpo onde, por exemplo, a molécula de
dcido nucleico estd numa localizacdo cromossdmica diferente
daquela das células naturais.

O termo "a numeracdo dos residuos de dominio wvariavel
tal como em Kabat" ou "a numeracdo da posicdo de aminodcido
tal como em Kabat" e variacbes dos mesmos, refere-se ao
sistema de numeracdo usado para os dominios varidveis da
cadeia pesada ou os dominios varidveis da cadeia leve da
compilagdo de anticorpos em Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.
(1991). Usando este sistema de numeracdo, a sequéncia de
aminodcidos linear real pode conter menos ou mais
aminodcidos correspondentes a um encurtamento de, ou
insercdo em, uma FR ou CDR do dominio varidvel. Por
exemplo, um dominio varidvel de cadeia pesada pode incluir
um inserto Unico de aminodcido (residuo 52a de acordo com
Kabat) apds o residuo 52 de H2, e os residuos inseridos
(por exemplo, os residuos 82a, 82b, e 82c, etc. de acordo
com Kabat) apdés o residuo 82 da FR de cadeia pesada. A
numeracdo de Kabat dos residuos pode ser determinada para
um dado anticorpo por alinhamento das regides de homologia
da sequéncia do anticorpo com uma sequéncia "padrao"

numerada de acordo com Kabat.
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A frase "substancialmente semelhante" ou
"substancialmente o mesmo", tal como € agqui wutilizada,
denota um grau suficientemente elevado de similaridade
entre dois valores numéricos (geralmente um associado a um
anticorpo da invencdo e o outro associado a um anticorpo de
referéncia/comparador), de tal modo que um perito na
especialidade iria considerar a diferengca entre os dois
valores como sendo de pouca ou nenhuma significancia
bioldégica e/ou estatistica no contexto da caracteristica
bioldgica medida pelos valores referidos (por exemplo,
valores de Kd). A diferenca entre os dois valores referidos
é de preferéncia menor do que cerca de 50%, de preferéncia
menos do que cerca de 40%, de preferéncia menos do que
cerca de 30%, de preferéncia menos do que cerca de 20%, de
preferéncia menos do que cerca de 10% como uma funcdo do
valor para o anticorpo de referéncia/comparador.

A "afinidade de ligacéao" refere-se geralmente a forga
da soma total de interagdes nado covalentes entre um uUnico
local de ligacdo de uma molécula (por exemplo, um
anticorpo) e do seu parceiro de ligacgdo (por exemplo, um
antigénio). A menos gue indicado em contrario, tal como
aqui utilizada, a "afinidade de 1ligacdo" refere-se a
afinidade de ligagdo intrinseca que reflete uma interacgao
de 1:1 entre os membros de um par de ligacdo (por exemplo,
anticorpo e antigénio). A afinidade de uma molécula X pelo
seu parceiro Y pode geralmente ser representada pela
constante de dissociacdo (Kd). A afinidade pode ser medida
por métodos comuns conhecidos na tecnologia, incluindo
aqueles aquili descritos. Os anticorpos de baixa afinidade
ligam-se geralmente ao antigénio lentamente e tendem a
dissociar-se facilmente, enquanto que anticorpos de elevada
afinidade ligam-se geralmente ao antigeno mais réapido e
tendem a permanecer ligados por mais tempo. Sao conhecidos
na tecnologia uma variedade de métodos de medigdo da

afinidade de 1ligagdo, qualquer um dos quais pode ser
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utilizado para os fins da presente invencdo. As formas de
realizacdo ilustrativas especificas sdo descritas em
seguida.

Numa forma de realizacdo, a "Kd" ou o "valor de KdA" de
acordo com a presente invencdo ¢ medido por um ensaio de
ligagdo de antigénio radiomarcado (RIA), realizado com a
versao Fab de um anticorpo de interesse e o seu antigénio,
tal como descrito pelo ensaio gque se segue, que mede a
afinidade de 1ligacdo em solucdo de Fab ao antigénio,
equilibrando Fab com uma concentracdo minima de antigénio
marcado com (125I), na presenca de uma série de titulacéo
de antigénio ndo marcado, capturando depois o antigénio
ligado com uma placa revestida com anticorpo anti-Fab
(Chen, et al., (1999) J. Mol Biol 293: 865-881l). Para
estabelecer as condicdes para o ensaio, as placas de
microtitulacdo (Dynex) sao revestidas durante a noite com 5
ug/ml de um anticorpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) em
50 mM de carbonato de sdédio (pH 9,6), e subsequentemente
sdo bloqueadas com 2% (p/v) de albumina de soro bovino em
PBS durante duas a cinco horas a temperatura ambiente
(aproximadamente 23 °C). Numa placa né&o adsorvente (Nunc
n°. 269620), sdo misturados 100 pM ou 26 pM de antigénio-
[125T] com diluigdes em série de um Fab de interesse (por

exemplo, consistente com a avaliacdo de um anticorpo anti-

VEGF, Fab-12, em Presta et al., (1997) Cancer Res. 57:
4593-4599). 0O Fab de interesse é entdo incubado durante a
noite; no entanto, a incubacao pode continuar por um

periodo mais longo (por exemplo, 65 horas) para assegurar
que o equilibrio seja alcancado. Depois disso, as misturas
sdo transferidas para a placa de captura para a incubacdo a
temperatura ambiente (por exemplo, durante uma hora). A
solugdo é entdo removida e a placa é lavada oito vezes com
0,1% de Tween—-20 em PBS. Quando as placas tiverem secas,
sdo adicionados 150 ul/pocgo de cintilante (MicroScint-20;

Packard), e as placas sao contadas num contador gama
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Topcount (Packard) durante dez minutos. As concentragdes de
cada Fab que ddo menos do que ou igual a 20% da ligacao
maxima sdo escolhidas para a utilizacdo em ensaios de
ligagcdo competitivos. De acordo com uma outra forma de
realizacdo a Kd ou o valor de Kd & medido por meio de
ensaios de ressonédncia de plasmon de superficie utilizando
um BIAcore™-2000 ou um BIAcore™-3000 (BIAcore, Inc.,
Piscataway, NJ) a 25C com chips CM5 de antigénio
imobilizado a ~10 unidades de resposta (UR). Resumidamente,
os chips biossensores de dextrano carboximetilados (CM5,
BIAcore Inc.) sao ativados com cloridrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-
hidroxissuccinimida (NHS) de acordo com as instrugdes do
fornecedor. O antigénio é diluido com 10 mM de acetato de
sédio, pH 4,8, para 5 ug/ml (~0,2 uM) antes da injecdo a
uma taxa de fluxo de 5 ul/minuto para atingir
aproximadamente 10 unidades de resposta (UR) de proteina
acoplada. 2Apdés a injecdo de antigénio, é injetado 1 M de
etanolamina para bloguear 0SS grupos gque nao reagiram. Para
as medigdes da cinética, s&o injetadas duas diluicgdes em
série de Fab (0,78 nM até 500 nM) em PBS com 0,05% de Tween
20 (PBST) a 25 °C com uma taxa de fluxo de aproximadamente
25 ul/min. As taxas de associacdo (k,,) e as taxas de
dissociacao (Korg) sdo calculadas usando um modelo de
ligagdo simples de um para um de Langmuir (BIAcore
Evaluation Software versao 3.2), por ajuste simultineo do
sensorgram da associacao e dissociacdo. A constante de
equilibrio de dissociagdo (Kd) é calculada como o réacio de
Kore/Kon. Veja—-se, por exemplo, Chen, Y., et al., (1999) J.
Mol Biol 293: 865-881l. Se a taxa “on” exceder 106 M-1 S-1
pelo ensaio de ressondncia de plasmon de superficie
anterior, entdo a taxa “on” pode ser determinada utilizando
uma técnica de extingdo de fluorescéncia que mede o aumento
ou a diminuigdo da intensidade de emiss&o de fluorescéncia

(excitagao = 295 nm; emissao = 340 nm, 16 nm passagem de
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banda), a 25 °C de 20 nM de um anticorpo antiantigénio
(forma Fab) em PBS, pH 7,2, na presenca de concentragdes
crescentes de antigénio tal como medido num espectrdmetro,
tal como um espectrofotdmetro equipado com “stop-flow”
(Aviv Instruments) ou um espectrofotdmetro 8000-series SLM-
Aminco (ThermoSpectronic) com uma tina de agitacao
vermelha.

Uma "taxa-on" ou "taxa de associacao" ou "k, ", de
acordo com esta invencédo, pode também ser determinada com a
mesma técnica de ressonédncia de plasmon de superficie
descrita anteriormente, utilizando um BIAcore™-2000 ou um
BIAcore™-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C com

chips CM5 de antigénio dimobilizado a ~10 wunidades de

resposta (UR). Resumidamente, os chips biossensores de
dextrano carboximetilados (CM5, BIAcore Inc.) sao ativados
com cloridrato de N-etil-N'—-(3-dimetilaminopropil) -

carbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) de acordo
com as instrugdes do fornecedor. O antigénio é diluido com
10 mM de acetato de sédio, pH 4,8, para 5 ug/ml (~0,2 uM)
antes da injecdo a uma taxa de fluxo de 5 ul/minuto para
atingir aproximadamente 10 unidades de resposta (UR) de
proteina acoplada. Apds a injecdo de antigénio, é injetado
1 M de etanolamina para Dblogquear ©0s grupos dgue nao
reagiram. Para as medicgdes da cinética, sado injetadas duas
diluicbes em série de Fab (0,78 nM até 500 nM) em PBS com
0,05% de Tween 20 (PBST) a 25 °C com uma taxa de fluxo de
aproximadamente 25 ul/min. As taxas de associagdo (k.,) e
as taxas de dissociacdo (kgee) sd@o calculadas usando um
modelo de ligacdo simples de um para um de Langmuir
(BIAcore Evaluation Software versdao 3.2), ©por ajuste
simultdneo do sensorgram da associacdo e dissociacdo. A
constante de equilibrio de dissociagdo (Kd) € calculada
como o racio de kgre/kon. Veja-se, por exemplo, Chen, Y., et
al., (1999) J. Mol Biol 293: 865-881. No entanto, se a taxa

“on” exceder 106 M-1 S-1 pelo ensaio de ressonadncia de
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plasmon de superficie anterior, entdo a taxa “on” &
determinada de preferéncia wutilizando uma técnica de
extingdo de fluorescéncia que mede o aumento ou a
diminuicdo da 1intensidade de emissdo de fluorescéncia
(excitacao = 295 nm; emissdo = 340 nm, 16 nm passagem de
banda), a 25 °C de 20 nM de um anticorpo antiantigénio
(forma Fab) em PBS, pH 7,2, na presengca de concentracdes
crescentes de antigénio tal como medido num espectrdémetro,
tal como um espectrofotdmetro equipado com “stop-flow”
(Aviv Instruments) ou um espectrofotdmetro 8000-series SLM-
Aminco (ThermoSpectronic) com uma tina de agitacgao.

O termo "vetor", tal como é aqui utilizado, pretende
referir-se a uma molécula de &cido nucleico capaz de
transportar outro &cido nucleico ao qual foi ligada. Um
tipo de vetor é um "plasmideo", que se refere a uma ansa de
ADN de cadeia dupla circular a gual podem ser ligados
segmentos de ADN adicionais. Outro tipo de vetor é um vetor
de fago. Outro tipo de wvetor €& um vetor viral, em que
segmentos de ADN adicionais podem ser ligados no genoma
viral. Determinados vetores sao capazes de replicacgao
auté4noma numa célula hospedeira na qual sdo introduzidos
(por exemplo, vetores bacterianos que possuem uma origem de
replicacédo Dbacteriana e vetores mamiferos episomais).
Outros vetores (por exemplo, vetores de mamiferos nao
epissdémicos) podem ser integrados no genoma de uma célula
hospedeira agquando da introdugdo na célula hospedeira, e
assim sao replicados Jjuntamente com o genoma do hospedeiro.
Para além disso, determinados vetores sao capazes de
dirigir a expressao de genes aos quals estao ligados
operacionalmente. Estes vetores sdo aqui referidos como
"vetores de expressao recombinantes" (ou simplesmente,
"vetores recombinantes"). Em geral, os vetores de expressao
com utilidade em técnicas de ADN recombinante estdo muitas
vezes na forma de plasmideos. Na presente especificacéao,

"plasmideo" e "vetor" podem ser utilizados
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indiferentemente, uma vez que o plasmideo é a forma mais
comummente utilizada de vetor.

"Polinucleétido" ou "&cido nucleico"™, tal como aqgqui
utilizados indiferentemente, referem-se a polimeros de
nucledétidos de qualguer comprimento e incluem ADN e ARN. Os
nucledétidos podem ser desoxirribonucledtidos,
ribonucledétidos, nucledtidos modificados ou bases, e/ou o0s
seus andlogos, ou gqualgquer substrato gque ©possa ser
incorporado num polimero pela ADN ou ARN polimerase ou por
uma reacdo de sintese. Um polinucledétido pode compreender
nucledétidos modificados, tais como nucledtidos metilados e
0s seus anadlogos. Se presente, a modificacdo da estrutura
nucleotidica pode ser transmitida antes ou apds a montagem
do polimero. A  sequéncia de nucledétidos pode ser
interrompida por componentes nao nucledétidos. Um
polinucledtido pode ser adicionalmente modificado apds a
sintese, tal como por conjugagdo com um marcador. Outros
tipos de modificacdes incluem, por exemplo, "caps",
substituicdo de um ou mais dos nucledétidos que ocorrem
naturalmente por um andlogo, modificag¢des internucledtidos
tais como, por exemplo, agqueles com ligacgdes nao carregadas
(por exemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres,
fosfoamidatos, carbamatos, etc.), e com ligagdes carregadas
(por exemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.),
aqueles que contém porcdes pendentes, tais como, por
exemplo, proteinas (por exemplo, nucleases, toxinas,
anticorpos, péptidos de sinal, ply-L-lisina, etc.), aqueles
com intercaladores (por exemplo, acridina, ©psoraleno,
etc.), aqueles que contém quelantes (por exemplo, metais,
metais radioativos, boro, metais oxidativos, etc.), aqueles
que contém algquiladores, aquelas com ligacdes modificadas
(por exemplo, &cidos nucleicos alfa anoméricos, etc.),
assim como formas ndo modificadas do(s) polinucledétido(s).
Para além disso, qualquer um dos grupos hidroxilo presentes

normalmente nos agucares pode ser substituido, por exemplo,
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por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegidos por grupos
protetores padrdo, ou ativados ©para preparar ligacdes
adicionais aos nucledétidos adicionais, ou podem ser
conjugados com suportes sdlidos ou semissdlidos. O OH do
terminal 5' e 3' pode ser fosforilado ou substituido com
aminas ou porgdes de grupos organicos de capeamento de
desde 1 até 20 4atomos de carbono. Podem também ser
derivatizados outros hidroxilos para grupos de protecgao
padrdao. 0Os polinucledétidos podem também conter formas
andlogas de aclUcares ribose ou desoxirribose que séo
geralmente conhecidos na tecnologia, incluindo, por
exemplo, 2'-O-metil-, 2'-0O-alilo, 2'—-fluoro- ou 2'-azido-
ribose, andlogos de acgucar carbociclicos, acgucares alfa
anoméricos, agucares epiméricos tais como a arabinose,
xiloses ou lixoses, aguUcares piranose, agucares furanose,
sedoheptuloses, analogos aciclicos e andlogos de
nucledésidos basicos, tais como o metil-ribdésido. Uma ou
mais ligagdes fosfodiéster podem ser substituidas por
grupos de ligagdo alternativos. Estes grupos de 1ligacéo
alternativos incluem, mas nao estdo limitados a, formas de
realizacdo em que o fosfato ¢é substituido por P(0)S
("tioato"), P(S)S ("ditiocato"), "(O)NR, ("amidato"), P(O)R,
P(O)OR', CO ou CH, ("formacetal"), em que cada R ou R' é
independentemente H ou alquilo substituido ou nao
substituido (1-20 C), contendo opcionalmente uma ligacéao
éter (-0-), arilo, alcenilo, cicloalgquilo, cicloalcenilo ou
araldilo. Nem todas as ligacodes num polinucledtido
necessitam de ser idénticas. A descrigdo precedente aplica-
se a todos os polinucledtidos aqui referidos, incluindo ARN
e ADN.

"Oligonucledétido", tal como é aqui utilizado, refere-
se geralmente a polinucledtidos curtos, geralmente de
cadeia simples, geralmente sintéticos, gque sdo geralmente,
mas nao necessariamente, menos do que cerca de 200

nucledétidos de comprimento. Os termos "oligonucledtido" e
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"polinucledtido" ndo sdo mutuamente exclusivos. A descrigao
anterior ©para polinucledétido ¢é igual e completamente
aplicédvel a oligonucledétido.

A "percentagem (%) de identidade de sequéncia de
aminodcidos" em relacdo a uma sequéncia de péptido ou
polipéptido é definida como a percentagem de residuos de
aminocdcidos numa sequéncia candidata que sdo idénticos aos
residuos de aminodcidos na sequéncia de péptido ou de
polipéptido especifico, apds o alinhamento das sequéncias e
a introducdo de hiatos, se necesséario, para alcancar a
percentagem méaxima de identidade de sequéncia, e néo
considerando quaisquer substituig¢des conservativas como
parte da sequéncia de identidade. O alinhamento para fins
de determinacgdo da percentagem de identidade de sequéncia
de aminodcidos pode ser conseguido de varios modos que
estdo dentro da pericia na tecnologia, por exemplo,
utilizando programas de computador disponiveis publicamente
tais como os programas BLAST, BLAST-2, ALIGN ou o software
Megalign (DNASTAR). Os peritos na especialidade podem
determinar 0s parémetros apropriados para medir o
alinhamento, incluindo quaisquer algoritmos necesséarios
para conseguir o alinhamento médximo ao longo do comprimento
total das sequéncias a ser comparadas. Para o0s presentes
fins, contudo, os valores de % de identidade de sequéncia
de aminocacidos sdo gerados usando o0 programa de computador
de comparacdo de sequéncias ALIGN-2, em que o cddigo fonte
completo para o programa ALIGN-2 é proporcionado na tabela
A gque se segue. O programa de computador de comparacao de
sequéncia ALIGN-2 ¢é da autoria de Genentech, Inc., e o
cédigo de fonte mostrado na tabela A em seguida foi
apresentado com a documentagdo do usuario no Gabinete de
Copyright dos EUA, Washington D.C., 20559, onde esta
registrado sob o Registro de Copyright U.S. n°. TXU510087.
O programa ALIGN-2 estd disponivel publicamente através de

Genentech, Inc., South San Francisco, Califdérnia. 0
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programa ALIGN-2 deve ser compilado para o uso num sistema
operacional UNIX, de preferéncia UNIX V4.0D digital. Todos
o0s parametros de comparacdo de sequéncias sdo estabelecidos
pelo programa ALIGN-2 e ndo variam.

Em situacdes em gque se emprega o ALIGN-2 para as
comparacdes de sequéncias de aminocédcidos, a % de identidade
de sequéncia de aminodcido de uma determinada sequéncia de
aminodcidos A a, com, ou contra uma dada sequéncia de
aminocacidos B (que pode alternativamente ser fraseado como
uma determinada sequéncia de aminodcidos A que tem ou
compreende uma determinada % de identidade de sequéncia de
aminodcidos a, com, ou contra uma determinada sequéncia de
aminodcidos B) € calculada tal como se segue:

100 vezes a fragdo X/Y

em que X é o numero de residuos de aminodcido pontuados
como correspondéncias idénticas pelo programa de
alinhamento de sequéncias ALIGN-2 nesse alinhamento do
programa de A e B, e em que Y €& o numero total de residuos
de aminocdcidos em B. Serd apreciado que gquando ©
comprimento da sequéncia de aminodcidos A ndo é igual ao
comprimento da sequéncia de aminoacidos B, a % de
identidade de sequéncia de aminodcidos de A para B ndo sera
igual a % de identidade de sequéncia de aminoacidos de B
para A.

A menos que especificamente indicado em contréario,
todos os valores de % de identidade da sequéncia de
aminodcidos agqui utilizados sé&o obtidos como descrito no
paragrafo imediatamente a seguir usando O programa
informdtico ALIGN-2.

0 termo "EphB4™" (indiferentemente denominado
"EphB4R"), como aqui wutilizado, refere-se, a menos qgue
especificamente ou contextualmente indicado em contrario, a
qualquer polipéptido de EphB4 nativo ou variante (quer
nativo ou sintético). O termo "sequéncia nativa" engloba

especificamente formas secretadas ou truncadas de
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ocorréncia natural (por exemplo, uma sequéncia de dominio
extracelular), formas de variantes de ocorréncia natural
(por exemplo, formas unidas alternativamente) e variantes
alélicas de ocorréncia natural. O termo "EphB4 tipo
selvagem" geralmente refere-se a um polipéptido que
compreende a sequéncia de aminodcidos de uma proteina EphB4
de ocorréncia natural. O termo "sequéncia de EphB4 tipo
selvagem" geralmente refere-se a uma sequéncia de
aminodcidos encontrada numa EphB4 de ocorréncia natural.

Os termos "anticorpo” e "imunoglobulina™ séo
indiferentemente utilizados no sentido mais amplo e incluem

anticorpos monoclonais (por exemplo, anticorpos monoclonais

de comprimento completo ou intactos), anticorpos
policlonais, anticorpos multivalentes, anticorpos
multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos

desde que exibem a atividade bioldégica desejada) e podem
também incluir determinados fragmentos de anticorpos (como
aqui descrito em maior detalhe). Um anticorpo pode ser
humano, humanizado e/ou de afinidade maturada.

0O termo "vyariavel" refere-se ao facto de que
determinadas porcoes dos dominios variaveis diferem
extensivamente na sequéncia entre anticorpos e sdo usadas
na ligacéo e especificidade de cada anticorpo particular
para o) seu antigénio particular. No entanto, a
variabilidade ndo estd uniformemente distribuida ao longo
dos dominios varidveis de anticorpos. Estd concentrada em
trés segmentos chamados regiodes determinantes de
complementaridade (CDRs) ou regides hipervaridveis tanto
nos dominios variaveis das cadeias leves como nos das
cadeias pesadas. As porcgdes mais altamente conservadas de
dominios wvaridveis sdo chamadas de estruturais (FR). Os
dominios wvaridveis das cadeias nativas pesadas e leves
compreendem, cada, gquatro regides FR, adotando largamente
uma configuracdo de folha [, conectadas por trés CDRs, que

formam ansas conectando com, e em alguns casos formando
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parte de, a estrutura de folha R. As CDRs em cada cadeia
sdo mantidas Jjuntas em estreita proximidade pelas regides
FR e, com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a
formacdo do sitio de ligacdo de anticorpos aos antigénios
(ver Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edig¢do, National 1Institute of Health,
Bethesda, MD (1991)). Os dominios constantes ndo estéo
diretamente envolvidos na 1ligagcdo de um anticorpo a um
antigénio, mas exibem varias funcdes efetoras, tais como a
participacdo do anticorpo na toxicidade celular dependente
de anticorpos.

A digestdo de anticorpos com papaina produz dois
fragmentos de ligagdo ao antigénio idénticos, chamados
fragmentos "Fab", cada com um sitio de ligagdo ao antigénio
tinico, e um fragmento "Fc" residual, cujo nome reflete a
sua capacidade para cristalizar rapidamente O tratamento
com pepsina produz um fragmento F(ab’), que tem dois sitios
de ligacgéo ao antigénio e é ainda capaz de ligacdo cruzada
com o antigénio.

"Fv" é o fragmento de anticorpo minimo que contém um
sitio de reconhecimento do e ligacdo ao antigénio completo.
Em espécies de Fv de duas cadeias, esta regido consiste num
dimero de dominio wvaridvel de uma cadeia pesada e uma
cadeia leva em estreita associacdo nao covalente. Em
espécies de Fv de cadeia uUnica, um dominio varidvel de uma
cadeia pesada e de uma cadeia leve pode ser covalentemente
ligado por um linker peptidico flexivel, tal como as
cadeias leves e pesadas podem associar-se numa estrutura
"dimérica" andloga aquela nas espécias de Fv de duas
cadeias. E nesta configuracdo que as trés CDRs de cada
dominio varidvel interagem para definir um sitio de ligacéo
ao antigénio na superficie do dimero VH-VL. Coletivamente,
as seis CDRs conferem ao anticorpo especificidade de
ligagcdo ao antigénio. No entanto, mesmo um dominio variavel

unico (ou metade de um Fv compreendendo apenas trés CDRs
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especificas para um antigénio) tem a capacidade de
reconhecer e ligar-se a um antigénio, embora numa menor
afinidade que o sitio de ligacéd&o inteiro.

0 fragmento Fab também contém o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante da (CH1l) da
cadeia pesada. Os fragmentos Fab’ diferem dos fragmentos
Fab pela adic¢do de alguns residuos na terminac¢do carboxi do
dominio CH1 da cadeia pesada incluindo wuma ou mais
cisteinas da regido de charneira do anticorpo. Fab’-SH é a
designacdo no presente documento para Fab’ no qual o(s)
residuo(s) de cisteina dos dominios constantes possuem um
grupo tiol 1livre. Os fragmentos F(ab’), dos anticorpos
originalmente foram produzidos como pares de fragmentos
Fab’ que tém cisteinas da charneira entre eles. Outros
acoplamentos quimicos de fragmentos de anticorpos séao
também conhecidos.

As "cadeias leves" de anticorpos (imunoglobulinas) de
quaisquer espécies de vertebrados podem ser atribuidas a um
de dois tipos claramente distintos, chamados kapa (k) e
lambda (A), baseados nas sequéncias de aminodcidos dos seus
dominios constantes.

Dependendo da sequéncia de aminodcidos do dominio
constante das suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas
podem ser atribuidas a diferentes classes. Existem cinco
classes principais de imunoglobulinas: IgA, IgD, Igk, IgG,
e IgM, e véarias dessas podem ser ainda divididas em
subclasses (isotipos), por exemplo, IgG,, IgG,, IgGs, IgG,
IgA,;, e IgA,. Os dominios constantes das cadeias pesadas
que correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas
sao chamados o, B, €, Y, € 1, respetivamente. As estruturas
da subunidade e as configuragdes tridimensionais das
diferentes classes de imunoglobulinas sdo bem conhecidas.

"Fragmentos de anticorpos" compreendem apenas uma
porcdo de um anticorpo intacto, em gque a porgdo mantém

preferivelmente pelo menos uma, preferivelmente a maioria
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ou todas, das fungdes normalmente associadas a essa porcgédo
quando presente num anticorpo intacto. Exemplos de
fragmentos de anticorpos incluem fragmentos Fab, Fab’,
F(ab’),, e Fv; diacorpos; anticorpos lineares; moléculas de
anticorpos de cadeia tunica; e anticorpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticorpos. Numa forma
de realizacao, um fragmento de anticorpo compreende um
sitio de ligacédo ao antigénio do anticorpo intacto e mantém
assim a capacidade para ligar-se ao antigénio. Numa outra
forma de realizacédo, um fragmento de anticorpo, por exemplo
um gque compreenda a regido Fc, mantém pelo menos uma das
fungdes Dbioldgicas normalmente associadas a regido Fc
quando presente no anticorpo intacto, tal como ligacdo a
FcRn, modulacdo da semivida do anticorpo, fungdo ADCC e
ligacdo ao complemento. Numa forma de realizacgado, um
fragmento de anticorpo é um anticorpo monovalente que tem
uma semivida in vivo substancialmente parecida a de um
anticorpo intacto. Por exemplo, um tal fragmento de
anticorpo pode compreender no bracgo de ligacdo ao antigénio
ligado uma sequéncia de Fc capaz de conferir estabilidade
in vivo ao fragmento.

O termo "regido hipervaridvel", "HVR", ou "HV", quando
aqui utilizado, refere-se as regides de um dominio varidvel
do anticorpo que sdo hipervaridveis em sequéncia e/ou
formam ansas estruturalmente definidas. Geralmente, o©0s
anticorpos compreendem seis regides hipervariédveis; trés no
VH (H1, H2, H3), e trés no VL (L1, L2, L3). Uma série de
delineacbes das regides hipervariaveis estdo em utilizacéo
e sdo aqui englobadas. As regides determinantes de
complementaridade (CDRs) de Kabat estdo baseadas na
variabilidade da sequéncia e sdo as mais comummente
utilizadas (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National 1Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) .

Chothia refere-se, pelo contrario, a localizagcdo das ansas
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estruturais (Chothia e Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987)). As regides hipervaridveis de AcM representam um
compromisso entre as CDRs de Kabat e as ansas estruturais
de Chothia, e sao usadas pelo software de modelacdo de
anticorpos AcM da Oxford Molecular. As regides
hipervaridveis de "contacto" sé&do baseadas numa anadlise das
estruturas de cristais complexas disponiveis. O0s residuos

de cada uma destas regides hipervaridveis sdo indicados

abaixo.

Ansa Kabat AcM Chothia Contacto

L1l L24-134 L24-1.34 L26-1L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-1L52 L46-L55

L3 L89-L97 L89-1.97 L91-1L96 L89-L96

H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
(Numeracao de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracao de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

H3 HO95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

As regides hipervaridveis podem compreender "regides
hipervariadveis estendidas" como segue: 24-36 ou 24-34 (L1),
46-56 ou 50-56 (L2) e 89-97 (L3) no VL e 26-35 (H1l), 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 definigdes.

Residuos "estruturais" ou "FR" sdo aqueles residuos do
dominio variavel que nao os residuos da regiao
hipervaridvel como aqui definido.

Formas "humanizadas"™ de anticorpos nao humanos (por
exemplo, de murino) sdo anticorpos quiméricos gque contém
uma sequéncia minima derivada de imunoglobulina ndoc humana.
Para a maior parte, 0S8 anticorpos humanizados sao
imunoglobulinas humanas (anticorpo recipiente) nas dquais
residuos de uma regido hipervaridvel do recipiente séao
substituidos por residuos de uma regido hipervaridvel de

uma espécie ndo humana (anticorpo dador) tal como ratinho,
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ratazana, coelho ou ©primata n&o humano gque tem a
especificidade, afinidade e capacidade desejadas. Em alguns
casos, o0s residuos da regido estrutural (FR) de uma
imuniglobulina sao substituidos por residuos ndo humanos
correspondentes. Além disso, os anticorpos humanizados
podem compreender residuos que ndo sao encontrados no
anticorpo recipiente nem no anticorpo dador. Essas
modificacdes sao feitas para refinar ainda mais o
desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado
compreenderd substancialmente todos de pelo menos um, e
tipicamente dois, dominios wvaridveis, nos quais todas ou
substancialmente todas as ansas hipervaridveis correspondem
aquelas de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou
substancialmente todas as FRs sdao aquelas de uma sequéncia
de uma imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado,
opcionalmente, também compreenderd pelo menos uma porcdo de
uma regido constante (Fc) de uma imunoglobulina,
tipicamente aquela de uma imunoglobulina humana. Para mais
detalhes, veja-se 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)). Veja-se também
0s seguintes artigos de revisdo e referéncias aqui citados:
Vaswani e Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-
115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038
(1995); Hurle e Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433
(1994)) .

Anticorpos (imunoglobulinas) "quiméricos" tém uma
porgdo da cadeia pesada e/ou da cadeia leve idéntica a ou
homéloga de sequéncias correspondentes em anticorpos
derivados de uma espécie particular ou pertencentes a uma
classe ou subclasse de anticorpos particular, enquanto o
resto da(s) cadeia (s) ¢ idéntico a ou homdélogo de
sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma
outra espécie ou pertencentes a uma outra classe ou

subclasse de anticorpos, bem como fragmentos de tais
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anticorpos, desde que exibam a atividade bioldégica desejada
(Patente U.S. N.° 4.816.567; e Morrison et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Um anticorpo
humanizado como aqui wutilizados ¢é um subconjunto de
anticorpos quiméricos.

Fragmentos de anticorpos "Fv de cadeia simples" ou
"scFv" compreendem os dominios VH e VL de um anticorpo, em
que estes dominios estéo presentes numa cadeia
polipeptidica simples. Geralmente, o polipéptido de scFv
compreende ainda um linker polipeptidico entre os dominios
VH e VL que possibilita que o scFV forme a estrutura
desejada para ligacdo ao antigénio. Para uma revisdo de
scFv veja-se Pluckthun, em The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, wvol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-
Verlag, Nova York, pp. 269-315 (1994).

Um "antigénio" ¢é um antigénio predeterminado ao qual
um anticorpo pode ligar-se seletivamente. O antigénio alvo
pode ser um composto polipeptidico, de carboidratos, de
dcido nucleico, lipidico, de hapteno ou outro de ocorréncia
natural ou sintético. Preferivelmente, o antigénio alvo é
um polipéptido.

O termo "diacorpos" refere-se a pequenos fragmentos de
anticorpos com dois sitios de ligacdo ao antigénio,
fragmentos os quais compreendem um dominio da cadeia pesada
(VH) conectado a um dominio da cadeia leve (VL) na mesma
cadeia polipeptidica (VH-VL). Utilizando um linker que ¢&
bastante curto para permitir o emparelhamento entre os dois
dominios na mesma cadeia, os dominios sdo forcgados a
emparelhar com os dominios complementares de uma outra
cadeia e criam-se dois sitios de ligacdo ao antigénio.
Diacorpos sao descritos mais completamente, por exemplo,
nos documentos EP 404.097; WO 93/11161; e Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:0444-6448 (1993).

Um "anticorpo humano"™ é um que possul uma sequéncia de

aminodcidos a qual corresponde a de um anticorpo produzido
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por um ser humano e/ou gque tenha sido produzido usando
qualguer das técnicas para produzir anticorpos humanos como
aqui divulgados. Esta definicdo de um anticorpo humano
exclui especificamente um anticorpo humanizado
compreendendo residuos de ligagdo ao antigénio ndo humanos.

Um anticorpo de "afinidade maturada" € um com uma ou
mais alteracgbdes em uma ou mais CDRs do mesmo, as guais
resultam numa melhoria na afinidade do anticorpo para o
antigénio, em comparacdo com um anticorpo de origem que néo
possul aquela(s) alteracdo(des). Os anticorpos de afinidade
maturada preferidos terdo afinidades nanomolares ou mesmo
picomolares para o antigénio alvo. Os anticorpos de
afinidade maturadas sdo produzidos por procedimentos
conhecidos a técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-
783 (1992) descreve a maturacado da afinidade por rearranijo
dos dominios VH e VL. A mutagénese aleatdria de uma CDR
e/ou residuos estruturais ¢é descrita por: 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); e Hawkins et al., J. Mol. Biol.
226:889-896 (1992)).

"Fungdes efetoras" de anticorpos referem-se aquelas
atividades bioldgicas atribuiveis a regido Fc (regido Fc de
sequéncia nativa ou regido Fc variante de sequéncia de
aminodcidos) de um anticorpo, e variam com o isotipo de
anticorpo. Exemplos de fungbes efetoras de anticorpos
incluem: ligagdo de Clg e citotoxicidade dependente do
complemento; ligacdo a recetores de Fc; citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpos (ADCC) ;
fagocitose; subrregulagcdo de recetores da superficie
celular (por exemplo, recetor de células B); e ativacgdo de
células B.

"Citotoxicidade mediada por células dependente de

anticorpos" ou "ADCC" refere-se a uma forma de
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citotoxicidade na qual uma Ig secretada ligada a recetores
de FC (FcRs) presentes em determinadas células citotdxicas
(por exemplo, células Natural Killer (NK), neutrdéfilos e
macrdfagos) possibilitam que estas células efetoras
citotdxicas se liguem especificamente a uma célula alvo
portadora de antigénio e subsequentemente matem a célula
alvo com citotoxinas. Os anticorpos "armam" as células
citotdxicas e sdo absolutamente necessdrios para tal morte.
As principais células para mediar a ADCC, células NK,
expressam apenas FcyRIIT, ao passo que o0s mondcitos
expressam FcyRI, FcyRII e FcyRIII. A expressdo de FcR em
células hematopoiéticas é sumarizada na Tabela 3 na pagina
464 de Ravetch e 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 aquele descrito na
Patente U.S. N.° 5.500.362 ou 5.821.337 ou Patente U.S. de
Presta N.° 6.737.056 pode ser realizado. As células
efetoras uteis para tais ensaios incluem células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e células Natural
Killer (NK) . Alternativamente, ou adicionalmente, a
atividade ADCC de uma molécula de interesse pode ser
avaliada in vivo, por exemplo, num modelo animal tal como
aquele divulgado em Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656
(1998) .

"Células efetoras humanas" séo leucécitos que
expressam um ou mais FcRs e realizam fungdes efetoras.
Preferivelmente, as células expressam pelo menos FcyRIII e
realizam a fung¢do efetora de ADCC. O0Os exemplos de
leucdcitos humanos gque medeiam a ADCC incluem células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), células Natural
Killer (NK) , mondcitos, células T citotdxicas e
neutré6filos; com as PBMCs e células NK sendo preferidas. As
células efetoras podem ser isoladas de uma fonte nativa,
por exemplo, do sangue.

"Recetor de Fc" ou "FcR" descreve um recetor gue se
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liga a regido Fc de um anticorpo. O FcR preferido € um FcR
humano de sequéncia nativa. Além disso, um FcR preferido é
um que se ligue a um anticorpo IgG (um recetor gama) e
inclui recetores das subclasses FcyRI, FcyRII, e FcyRIIT,

incluindo variantes alélicas e, alternativamente, formas

unidas destes recetores. Os recetores FcyRII incluem
FcyRIIA (um "recetor de ativacao") e FcyRIIB (um "recetor
de inibicao"), que tém sequéncias de aminodcidos

semelhantes que diferem principalmente nos dominios
citoplasmaticos destes. O recetor de ativagdo FcyRIIA
contém um motivo de ativacdo do imunorrecetor baseado em
tirosina (ITAM) no seu dominio citoplasmdtico. O recetor de
ativagdo FcyRIIB contém um motivo de inibicdo do
imunorrecetor baseado em tirosina (ITAM) no seu dominio
citoplasmatico. (ver a revisdo M. in Daéron, Annu. Rev.
Immunol. 15:203-234 (1997)). Os FcRs sdao revistos em
Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel
et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); e de Haas et al., J.

Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995)). Outros FcRs, incluindo
aqueles a serem identificados no  futuro, sdao aqui
englobados pelo termo "FcR". O termo também inclui o
recetor neonatal, FcRn, que é responséavel pela

transferéncia de material de IgGs ao feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) e Kim et al., J. Immunol. 24:249
(1994)) e regula a homeostase de 1munoglobulinas. O
documento WO 00/42072 (Presta) descreve variantes de
anticorpos com ligagdo melhorada ou diminuida a FcRs. Veja-
se, também, Shields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604
(2001) .

Os métodos de medicdo da ligacdo a FcRn sdo conhecidos
(veja—-se, por exemplo, Ghetie 1997, Hinton 2004). A ligacgéao
in vivo a FcRn humano e a semivida sérica de polipeptidos
que se ligam com alta afinidade a FcRn humano podem ser
avaliadas, por exemplo, em ratinhos transgénicos ou linhas

celulares humanas transfetadas expressando FcRn humano, ou
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em primatas administrados com os polipéptidos das variantes
de Fc.

"Citotoxicidade dependente do complemento™ ou "CDC"
refere-se a lise de uma célula alvo na presenca de
complemento. A ativacdo da via do complemento cléssica €
iniciada pela ligacgdo do primeiro componente do sistema do
complemento (Clg) a anticorpos (da subclasse apropriada)
que estdo ligados ao seu antigénio cognato. Para avaliar a
ativacdo do complemento, um ensaio de CDC, por exemplo,
como descrito em Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996), pode ser realizado.

As variantes polipeptidicas com sequéncias de
aminocdcidos das regides Fc alteradas e capacidade de
ligagdo de Clg aumentada ou diminuida s&o descritas na
patente U.S. N.° 6.194.551B1 e no documento WO 99/51642.
Veja-se, também, Idusogie et al. J. Immunol. 164:4178-4184
(2000)) .

O termo "polipéptido compreendendo uma regido Fc"
refere-se a um polipéptido, tal como um anticorpo ou
imunoadesina (ver definicgdes abaixo), que compreende uma
regido Fc. A lisina C-terminal (residuo 447 de acordo com o
sistema de numeracdo EU) da regido Fc pode ser removida,
por exemplo, durante a purificacdo do polipéptido ou por
engenharia genética recombinante do 4&cido nucleico dque
codifica o polipéptido. Consequentemente, uma composicgao
compreendendo um polipéptido que tem uma regido Fc de
acordo com esta invencdo pode compreender polipéptidos com
K447, com todo o K447 removido, ou uma mistura de
polipéptidos com e sem o residuo K447.

Um anticorpo "de blogqueio" ou um anticorpo
"antagonista" é um que inibe ou reduz a atividade bioldgica
do antigénio a que se liga. Os anticorpos de bloqueio ou
anticorpos antagonistas preferidos inibem substancialmente
ou completamente a atividade bioldgica do antigénio.

Um "anticorpo agonista", como aqui utilizado, €& um
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anticorpo que 1imita pelo menos uma das atividades
funcionais de um polipéptido de interesse.

Uma "estrutura aceitadora humana" para os propdsitos
do presente documento € uma estrutura que compreende a
sequéncia de aminodcidos de uma estrutura do VL ou VH
derivada de uma estrutura de imunoglobulina humana, ou de
uma estrutura de consenso humana. Uma estrutura aceitadora
humana "derivada de" uma estrutura de imunoglobulina humana
ou estrutura de consenso humana pode compreender a
sequéncia de aminocdcidos destas, ou pode conter alteracgdes
na sequéncia de aminodcidos pré-existente. Onde estéo
presentes alteracdes de aminodcidos pré-existentes,
preferivelmente nao mais que 5 e preferivelmente 4 ou
menos, ou 3 ou menos, alteracdes de aminocdcidos pré-
existentes estdo presentes. Onde estdo presentes alteracdes
de aminodcidos pré-existentes num VH, preferivelmente
aquelas alteracdes estdo apenas em trés, duas ou uma das
posicdes 7T71H, T73H e 78H; por exemplo, o0s residuos de
aminoadcidos nessas posicdes podem ser 71A, 73T e/ou 78A.
Numa forma de realizacgao, a estrutura aceitadora humana num
VL ¢é idéntica em sequéncia a sequéncia da estrutura de
imunoglobulina humana num VL ou a sequéncia da estrutura de
consenso humana.

Uma "estrutura de consenso humana" € uma estrutura que
representa o residuo de aminodcido gue ocorre mais
comummente numa selecdo de sequéncias de estruturas do VL
ou VH de imunoglobulinas humanas. Geralmente, a selecao de
sequéncias de VL ou VH de imunoglobulinas humanas ¢é a
partir de um subgrupo de sequéncias de dominios varidveis.
Geralmente, o subgrupo de sequéncias € um subgrupo como em
Kabat et al. Numa forma de realizagdo, para o VL, o
subgrupo €& o subgrupo kapa I como em Kabat et al. Numa
forma de realizagédo, para o VH, o subgrupo é o subgrupo III
como em Kabat et al.

Uma "estrutura de consenso do subgrupo III para um VH"
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compreende a sequéncia de consenso obtida a partir das
sequéncias de aminodcidos no subgrupo III de um varidvel
pesado de Kabat et al. Numa forma de realizagdo, a
sequéncia de aminodcidos da estrutura de consenso do
subgrupo III de um VH compreende pelo menos uma POrgao ou
todas de cada das seguintes sequéncias:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:42)-H1-WVRQAPGKGLEWV
(SEQ ID NO:43)-H2-RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ 1ID
NO:44)-H3-WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:45).

Uma "estrutura de consenso do subgrupo III para um VH"
compreende a sequéncia de consenso obtida a partir das
sequéncias de aminoacidos no subgrupo III para um variavel
pesado de Kabat et al. Numa forma de realizacao, a
sequéncia de aminodcidos da estrutura de consenso do
subgrupo I de um VH compreende pelo menos uma porgao ou
todas de cada das seguintes sequéncias:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:46)-L1-WYQQKPGKAPKLLIY
(SEQ ID NO:47)-L2-GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ 1ID
NO:48)-L3-FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:49).

Um "disturbio" ou "doenca" ¢é qualgquer condicdo que
beneficiaria de tratamento com uma substédncia/molécula ou
método da invencdo. Isto inclui distdarbios ou doencas
crénicos e agudos incluindo aguelas condigdes patoldgicas
que predispbdem o mamifero ao disturbio em questdo. Os
exemplos ndo limitantes de disturbios a serem aqui tratados
incluem tumores malignos e benignos; carcinoma, blastoma e
sarcoma.

Os termos "disturbio proliferativo celular" e
"disturbio proliferativo" referem-se a disturbios que estéo
associados a algum grau de proliferacdao celular anormal.
Numa forma de realizacgdo, o disturbio proliferativo celular
€ cancro.

"Tumor", como aqui utilizado, refere-se a todo o
crescimento e proliferacdo celular neopléasticos, quer

maligno quer benigno, e a todas as células e tecidos pré-
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cancerosos e cancerosos. 0s termos "cancro", "canceroso",
"disturbio proliferativo celular", "disturbio
proliferativo" e "tumor" nao sdo mutuamente exclusivos,
como aqui referido.

Os termos "cancro" e "canceroso" referem-se ou
descrevem a condicdo fisioldégica em mamiferos que ¢é
tipicamente caracterizada por proliferacdo/crescimento
celular nédo regulado. Os exemplos de cancro incluem, mas
nao estdo limitados a, carcinoma, linfoma, blastoma,
sarcoma e leucemia. Exemplos mais particulares de tais
cancros incluem cancro de células escamosas, cancro de
pulmdo de células pequenas, cancro do pulmdo de células néo
pequenas, adenocarcinoma do pulmdo, carcinoma escamoso do
pulmédo, cancro do peritoneu, cancro hepatocelular, cancro
gastrointestinal, cancro pancreadtico, glioblastoma, cancro
cervical, cancro do ovario, cancro hepéatico, cancro da
bexiga, hepatoma, cancro da mama, cancro do cdbdlon, cancro
colorretal, carcinoma endometrial ou uterino, carcinoma das
glandulas salivares, cancro renal, cancro hepdtico, cancro
protatico, cancro da wvulva, cancro da tirdide, carcinoma
hepadtico, cancro gastrico, melanoma, e vVvarios tipos de
cancro da cabegca e pescogo. A desregulagido da angiogénese
pode levar a muitos disturbios que podem ser tratados por
composicdes e métodos da invencdo. Estes disturbios incluem
tanto condic¢gdes ndo neoplédsticas como neoplésticas. As
neopléasticas incluem, mas ndo estdo limitadas aquelas
descritas acima. Os disturbio ndo neoplésticos incluem, mas
ndo estdo limitados a, hipertrofia nédo desejada ou
aberrante, artrite, artrite reumatdide (RA), psoriase,
placas psoriédsicas, sarcoidose, aterosclerose, placas de
aterosclerose,, retinopatias proliferativas diabéticas ou
outras incluindo retinopatia da prematuridade, fibroplasia
retrolenticular, glaucoma neovascular, degeneracao macular
relacionada com a idade, edema macular diabético,

neovascularizacgao corneal, neovascularizacgao em
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transplantes de cdérnea, rejeicdo de transplantes de cérnea,
neovascularizacdo retiniana/coroidal, neovascularizacdo do
angulo (rubeose), doenca neovascular ocular, reestenose
vascular, malformacdes arteriovenosas (AVM), meningioma,
hemangioma, angiofibroma, hiperplasias da tirdide
(incluindo doenca de Grave), transplantacdo de tecido da
cérnea e outros, inflamagdo croénica, inflamacgdo pulmonar,
lesdo pulmonar aguda/ARDS, sépsis, hipertensdo pulmonar
primaria, derrames pulmonares malignos, edema cerebral (por
exemplo, associado a acidente vascular cerebral agudo/leséo
craniana fechada/trauma), inflamacdo sinovial, formacdo de
pannus na RA, miosite ossificante, formacéao 6ssea
hipertrdfica, osteocartrite (OA), ascite refratéaria, doenca
do ovario poliquistico, endometriose, doencas do fluido do
terceiro compartimento (pancreatite, sindrome
compartimental, queimaduras, doenca 1ntestinal), miomas
uterinos, parto prematuro, inflamacdo crénica tal como IBRD
(doenca de Crohn e colite ulcerativa), rejeicao de
aloenxertos renais, doenca inflamatdéria do intestino,
sindrome nefrdética, crescimento de massas de tecido néo
desejadas ou aberrantes (nao cancro), articulacdes
hemofilicas, cicatrizes hipertrdéficas, inibicéo do
crescimento capilar, sindrome de Osler-Weber, fibroplasias
retrolenticulares por granuloma piogénico, esclerodermia,
tracoma, adesbes vasculares, sinovite, dermatite, pré-
eclampsia, ascite, derrame pericardiaco (tal como aquele
associado a pericardite), e derrame pleural.

Como aqui utilizado, "tratamento" refere-se a uma
intervengcdo clinica numa tentativa de alterar o curso
natural do individuo ou célula a ser tratado, e pode ser
realizado ou para profilaxia ou durante o curso da
patologia clinica. Os efeitos desejaveis de um tratamento
incluem prevenir a ocorréncia ou recorréncia de uma doenga,
alivio de sintomas, diminuicdo de qualquer consequéncia

patoldégica direta ou indireta da doenga, prevenir
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metédstases, diminuir a taxa de progressdao da doencga,
melhoria ou paliacdo do estado da doencga, e remissao ou
melhoria do progndéstico. Em algumas formas de realizacéo,
os anticorpos da invencdo sdao wusados para retardar o
desenvolvimento de uma doencga ou disturbio.

Os termos "doenca neurodegenerativa" e "disturbio
neurodegenerativo" sdo usados no sentido mais lato para
incluir todos os disturbios patoldgicos gque envolvem
degeneracao e/ou disfuncao neuronal, incluindo, sem
limitacdo, neuropatias periféricas; disturbios do neurdnio
motor, tais como esclerose lateral amiotrdfica (ELA, doenga
de Lou Gehrig), paralisia de Bell, e varias condicdes
envolvendo atrofia ou paralise muscular espinal; e outras
doengas neurodegenerativas humanas, tais como doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, epilepsia, esclerose
miltipla, coreia de Huntington, sindrome de Down, surdez
nervosa, e doenca de Meniere.

"Neuropatia periférica" é um disturbio
neurodegenerativo que afeta os nervos periféricos, mais
frequentemente manifestada como uma disfung¢doc ou uma
combinacgao de disfuncdes motoras, sensoriais,
sensorimotoras ou autondémicas. As neuropatias periféricas
podem, por exemplo, ser geneticamente adgquiridas, podem
resultar de uma doenca sistémica, ou podem ser induzidas
por um agente tdxico, tal como um farmaco neurotdxico, por
exemplo, agente antineopléstico, ou poluente industrial ou
ambiental. "Neuropatia sensorial periférica" é
caracterizada pela degeneracdo de neurdénios sensoriais
periféricos, que pode ser idiopatica, pode ocorrer, por
exemplo, como uma consequéncia de diabetes (neuropatia
diabética), terapia com faArmacos citostdticos em cancro
(por exemplo, tratamento com agentes guimioterapéuticos
tais como vincristina, cisplatina, metotrexato, 3’-azido-
3" -desoxitimidina, ou taxanos, por exemplo paclitaxel
[TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.] e
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doxetaxel [TAXOTERE®, Rhéne-Poulenc Rorer, Antony,
Francal), alcoolismo, sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), ou predisposicdo genética. As neuropatias
periféricas geneticamente adquiridas incluem, por exemplo,
doenca de Refsum, doenca de Krabbe, leucodistrofia
metacromdtica, doengca de Fabry, sindrome de Dejerine-
Sottas, abetalipoproteinemia, e doenca de Charcot-Marie-
Tooth (CMT) (também conhecida como atrofia muscular
peroneal ou neuropatia motora e sensorial hereditéaria
(HMSN)). A maioria dos tipos de neuropatia periférica
desenvolvem—-se lentamente, no decurso de varios meses ou
anos. Na pratica clinica tais neuropatias sdo chamadas
crdénicas. Por vezes uma neuropatia periférica desenvolve-se
rapidamente, no decurso de alguns dias, e é referia como
aguda. Uma neuropatia periférica normalmente afeta nervos
sensoriais e motores em conjunto de modo a provocar uma
neuropatia sensorial e motora mista, mas neuropatias
sensoriais e motoras puras sdo também conhecidas.

Um "individuo"™ € um vertebrado, preferivelmente um
mamifero, mais preferivelmente um ser humano. Os mamiferos
incluem, mas ndo estdo limitados a, animais pecudrios, (tal
como vacas), animais de desporto, animais de companhia
(tais como gatos, cades e cavalos), primatas, ratinhos e
ratazanas.

"Mamifero" para os propdsitos do tratamento refere-se
a qualguer animal classificado com um mamifero, incluindo
seres humanos, animais domésticos e pecudrios, e animais de
zoo, desporto ou de companhia, tais como cédes, cavalos,
gatos, vacas, etc. Preferivelmente, o mamifero é um ser
humano.

Uma "quantidade eficaz" refere-se a uma quantidade
eficaz, em dosagens ou por periodos de tempo necesséarios,
para alcangcar o resultado terapéutico ou profildtico
desejado.

Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" de uma
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substdncia/molécula da invencgdo, agonista ou antagonista,
pode variar de acordo com fatores tais como o estado da
doenca, idade, sexo e peso do individuo, e a capacidade da
substéancia/molécula, agonista ou antagonista, para
desencadear uma resposta desejada no individuo. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz ¢ também uma na qual
quaisquer efeitos tdéxicos ou prejudiciais da
substancia/molécula, agonista ou antagonista, sdo
compensados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
"quantidade profilaticamente eficaz" refere-se a uma
quantidade eficaz, em dosagens ou por periodos de tempo
necesséarios, para alcancgar o) resultado profildtico
desejado. Tipicamente, mas ndo necessariamente, uma vez que
uma dose profildtica é utilizada em sujeitos antes de ou
numa fase precoce de uma doenca, a quantidade
profilaticamente eficaz seréa inferior a quantidade
terapeuticamente eficaz.

O termo "agente citotdxico" como aqui utilizado
refere-se a uma substancia que inibe ou previne a funcdo de
células e/ou provoca a destruicdo de células. O termo
pretende incluir isétopos radiocativos (por exemplo, At

1131 186 188 153 212

1'%°, Y, Re'™™, Re'™, sm™?, Bi“*¥, P¥ e 1isétopos

r
radiocativos de Lu), agentes quimioterapéuticos, por
exemplo, metotrexato, adriamicina, alcaldides vinca
(vincristina, vinblastina, etoposido), doxorrubicina,
melfalano, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina ou
outros agentes de intercalantes, enzimas e fragmentos
destas tais como enzimas nucleoliticas, antibidéticos, e
toxinas tais como toxinas de moléculas pequenas ou toxinas
enzimaticamente ativas de origem Dbacteriana, fungica,
vegetal ou animal, incluindo fragmentos e/ou variantes
destes, e o0s varios agentes anti-tumorais ou anti-
cancerigenos divulgados abaixo. Outros agentes citotdxicos
sao descritos abaixo. Um  agente tumoricida provoca

destruicgcdo de células tumorais.
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Um "agente quimioterapéutico"™ ¢é um composto quimico
util no tratamento de <cancro. Os exemplos de agentes
gquimioterapéuticos incluem agentes alquilantes tais como
tiotepa e ciclosfosfamida CYTOXAN®; alquilsulfonatos tais
como bussulfano, improssulfano e pipossulfano; aziridinas
tais como benzodopa, carboquona, meturedopa, e uredopa;
etileniminas e metilamelaminas incluindo altretamina,
trietilenomelamina, trietilenofosforamida,
trietilenotiofosforamida e trimetilolomelamina;
acetogeninas (especialmente bulatacina e bulatacinona);
delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-
lapachona; lapachol; colchicinas; &cido betulinico; uma
camptotecina (incluindo o andlogo sintético topotecano
(HYCAMTIN®) , CpT-11 (irinotecano, CAMPTOSAR®) ,
acetilcamptotecina, escopoletina, e 9-aminocamptotecina);
briostatina; calistatina; CC-1065 (incluindo 0S8 seus
andlogos sintéticos adozelesina, carzelesina e bizelesina);
podofilotoxina; adcido podofilinico; teniposido;
criptoficinas (particularmente criptoficina 1 e
criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluindo os
andlogos sintéticos KW-2189 e CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; uma sarcodictina; espongistatina;
mostardas de azoto tais como clorambucilo, clornafazina,
ciclofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
cloridrato de 6xido de mecloretamina, melfalano,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida,
mustarda de uracilo; nitrosoureias tais como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, e
ranimnustina; antibidticos tais como os antibidticos de
enedina (por exemplo, caliqueamicina, especialmente
caliqueamicina gama 1I e caliqueamicina oémega I1 (veja-se,
por exemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186
(1994)); dinemicina, incluindo dinemicina A; uma
esperamicina; bem como croméforo neocarzinostatina e

croméforos cromoproteinas de antibidéticos de enedina
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relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina ADRIAMYCIN® (incluindo morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-
doxorrubicina e desoxidoxorrubicina), epirrubicina,
esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tais

como mitomicina C, dcido micofendlico, nogalamicina,

olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,

zorrubicina; anti-metabolitos tais como metotrexato e 5-
fluorouracilo (5-FU); andlogos do é&cido fdélico tais como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
andlogos de purina tais como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; andlogos de pirimidina tais como
ancitabina, azacitidina, 6—azauridina, carmofur,
citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; androgénios tais como calusterona, propionato
de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
testolactona; anti-adrenais tais como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; repositor de acido félico tal como
dcido frolinico; aceglatona; glicosideo aldofosfamida;
acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio;
uma epotilona; etoglucido; nitrato de gédlio; hidroxiureia;
lentinano; lonidainina; maitansindides tais como maitansina
e ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol;
nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina;
losoxantrona; 2—-etilhidrazida; procarbazina; complexo
polissacdrido PSK®(JHS Natural Products, Eugene, OR) ;
razoxano; rhizoxina; sizofirano; espirogerménio; acido

tenuazdnico; triaziquona; 2,2’ ,2"-triclorotrietilamina;
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tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A,
roridina A e anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®,
FILDESIN®) ; dacarbazina; manomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C");

tiotepa; taxdides, por exemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-

Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANE™ 1livre
de Cremophor, formulacdo de paclitaxel em nanoparticulas de
albuminas manipuladas geneticamente (American
Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois), e doxetaxel
TAXOTERE® (Rhéne-Poulenc Rorer, Antony, Franca);
clorambucilo; gemcitabina (GEMZAR®) ; 6-tioguanina;

mercaptopurina; metotrexato; andlogos de platina tais como
cisplatina e carboplatina; vinblastina (VELBAN®); platina;
etoposido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina
(ONCOVIN®) ; oxaliplatina; leucovovina; vinorelbina
(NAVELBINE®) ; novantrona; edatrexato; daunomicina;
aminopterina; ibandronato; inibidor da topoisomerase RFES
2000; difluorometilornitina (DMFOQO); retindides tais como
dcido retindico; capecitabina (XELODA®); sais, é&cidos ou
derivados farmaceuticamente aceitdveis de qualquer dos
acima; bem como combinacgdes de dois ou mais dos acima tais
como CHOP, uma abreviatura para uma terapia combinada de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, e prednisolona,
e FOLFOX, uma abreviatura para um regime de tratamento com
oxaliplatina (ELOXATIN™) combinado com 5-FU e leucovovina.
Também incluidos nesta definicdo estdo agentes anti-
hormonais que atuam para regular, reduzir, bloguear ou
inibir os efeitos de hormonas que podem promover O
crescimento de cancro, e estdao frequentemente na forma de
tratamento sistémico, ou por todo o corpo. Estes podem ser,
eles préprios, hormonas. Os exemplos incluem anti-
estrogénios e moduladores seletivos do recetor de
estrogénios (SERMs), incluindo, por exemplo, tamoxifeno
(incluindo tamoxifeno NOLVADEX®) , raloxifeno EVISTA®,

droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
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LYy117018, onapristona, e toremifeno FARESTON®; anti-
progesteronas; subrreguladores do recetor de estrogénio
(ERDs); agentes que funcionam para suprimir ou inativar os
ovarios, por exemplo, hormona de libertacdo da hormona
luteinizante (LHRH) agonistas tais como acetato de
leuprolina LUPRON® e ELIGARD® , acetato de gosserrelina,
acetato de Dbusserrelina e tripterreline; outros anti-
androgénios tais como flutamida, nilutamida e bicalutamida;
e 1inibidores da aromatase que inibem a enzima aromatase,
que regula a produgao de estrogénio nas glandulas adrenais,
tais como, por exemplo, 4(5)-imidazdis, aminoglutetimida,
acetato de megestrol MEGASE®, exemestano AROMASIN®,
formestano, fadrozol, vorozol RIVISOR®, letrozol FEMARA®, e
anastrozol ARIMIDEX®. Em adicgdo, tal definigcdo de agentes
gquimioterapéuticos inclui bisfosfonatos tais Ccomo
clodronato (por exemplo, BONEFOS® ou OSTAC®), etidronato
DIDROCAL®, NE-58095, &cido zoledrdnico/zoledronato ZOMETA®,
alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato
SKELID®, ou risendronato ACTONEL®; bem como troxacitabina
(um andlogo do 1,3-dioxolano do nucledsido de cilosina);
oligonucleétidos anti-sentido, particularmente aqueles que
inibem a expressdo de genes em vias de sinalizacéo
implicadas na proliferacdao celular aberrante, tais como,
por exemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras, e recetor do fator de
crescimento epidérmico (EGF-R); vacinas tais como vacina
THERATOPE® e vacinas de terapia génica, por exemplo, vacina
ALLOVECTIN®, vacina LEUVECTIN®, e vacina VAXID®; inibidor
da topoisomerase 1 LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditossilato
de lapatinib (um inibidor duplo de baixa massa molecular
das tirosinas cinases ErbB-2 e EGFR também conhecido como
GW572016); e sails, &cidos ou derivados farmaceuticamente
aceitaveis de qualgquer dos acima.

Um "agente de 1inibigcdo do crescimento" quando aqui
utilizado refere-se a um composto ou composicdao que inibe o

crescimento de uma célula (tal como uma célula expressando
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EphB4) quer in vitro qgquer 1in vivo. Assim, o agente de
inibicao do crescimento pode ser um que reduza
significativamente a percentagem de células (tal como uma
célula expressando EphB4) na fase S. Exemplos de agentes de
inibicdo do crescimento incluem agentes que bloqueiam a
progressdo do ciclo celular (num local diferente da fase
S), tal com agentes que induzem a detencao em Gl e detencéo
na fase M. 0Os bloqueadores da fase M cléssicos incluem oS
vincas (vincristina e wvinblastina), taxanos, e inibidores
da topoisomerase II, tais como doxorrubicina, epirrubicina,
daunorrubicina, etoposido, e Dbleomicina. Agqueles agentes
que detém Gl também se alastram para a detencdo da fase S,
por exemplo, agentes alguilantes de ADN tais como
tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina,
cisplatina, metotrexato, 5-fluorouracilo, e ara—-C.
Informacao adicional pode ser encontrada em The Molecular

Basis of Cancer, Mendelsohn and Israel, eds., Capitulo 1,

intitulado "Cell cycle regulation, oncogenes, and
antineoplastic drugs" por Murakami et al. (WB Saunders:
Filadélfia, 1995), especialmente péag. 13. Os taxanos

(paclitaxel e docetaxel) sao farmacos anti-cancerigenos,
ambos derivados do teixo. 0O docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-
Poulenc Rorer), derivado do teixo, é um analogo
semissintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers
Squibb). O paclitaxel e docetaxel promovem a montagem de
microtubulos a partir de dimeros de tubulina e estabilizam
os microtubulos prevenindo a despolimerizacdo, gque resulta
na inibicdo da mitose em células.

"Doxorrubicina" ¢ um antibidético de antraciclinas. O
nome quimico completo de doxorrubicina é (8S-cis)-10-[(3-
amino-2, 3, 6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-
tetrahidro-6,8,11l-trihidroxi-8- (hidroxiacetil)-1-metoxi-
5,12-naftacenediona.

O termo "composigdo anti-neopléastica" refere-se a uma

composicdo Util no tratamento de cancro que compreende pelo
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menos um agente terapéutico ativo, por exemplo, "agente
anti-cancerigeno". Exemplos de agentes terapéuticos
(agentes anti-cancerigenos, aqui também denominados "agente
anti-neoplédstico") incluem, mas ndo estdo limitados a, por
exemplo, agentes quimioterapéuticos, agentes citotdxicos,
agentes usados em terapia de radiacdo, agentes anti-
angiogénese, agentes apoptdticos, agentes anti-tubulina,
toxinas, e outros agentes para tratar cancro, por exemplo,
anticorpo neutralizante anti-VEGF, antagonista de VEGF,
anti-HER-2, anti-CD20, um antagonista do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) (por exemplo, um inibidor da
tirosina cinase), inibidor HER1/EGFR, erlotinib, um
inibidor da COX-2 (por exemplo, celecoxib), interferdes,
citoquinas, antagonistas (por exemplo, anticorpos
neutralizantes) que se ligam a um ou mais dos recetores de
ErbB2, ErbR3, ErbB4, ou VEGF, 1nibidores para tirosina
cinases do recetor para o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e/ou fator de células-tronco (SCF) (por
exemplo, mesilato de imatinib (Gleevec® Novartis)),
TRAIL/Apo2, e outros agentes gquimicos bicativos e
orgénicos, etc.

0O termo "pré-fadrmaco"™ como utilizado neste pedido
refere-se a uma forma de precursor ou derivado de uma
substadncia farmaceuticamente ativa que € menos citotdxica
para células tumorais em comparacdo com o farmaco de origem
e é capaz de ser enzimaticamente ativada ou convertida na
forma de origem mais ativa. Veja-se, por exemplo, Wilman,
"Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Society
Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast (1986)
e Stella et al., "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted
Drug Delivery," Directed Drug Delivery, Borchardt et al.,
(ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Os prdé-farmacos
desta invencdo incluem, mas ndo estdo limitados a, pré-
fdrmacos contendo fosfato, préo-farmacos contendo

tiofosfato, prdé-farmacos contendo sulfato, prdé-farmacos
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contendo péptidos, pré-farmacos modificados com D-
aminodcido, pré—-fadrmacos glicosilados, préo-farmacos
contendo beta-lactamas, préo-farmacos contendo
fenoxiacetamida opcionalmente substituida ou pré-fadrmacos
contendo fenilacetamida opcionalmente substituida, 5-
fluorocitosina e outros pré-fadrmacos de S5-fluorouridina que
podem ser convertidos nos farmacos livres de citotdxicos
mais ativos. 0Os exemplos de féArmacos citotdxicos que podem
ser derivados numa forma de prdé-fadrmaco para utilizacéo
nesta invencdo incluem, mas ndo estdao limitados a, aqueles
agentes gquimioterapéuticos descritos acima.

Um "agente anti-angiogénese" ou "inibidor da
angiogénese" refere-se a uma substlncia de Dbaixa massa
molecular, um polinucledétido, um polipéptido, uma proteina
isolada, uma proteina recombinante, um anticorpo, ou
proteinas conjugadas ou de fusdo destes, que inibe a
angiogénese, vasculogénese, ou permeabilidade wvascular
indesejavel, quer direta quer indiretamente. Por exemplo,
um agente anti-angiogénese é um anticorpo ou outro
antagonista contra um agente angiogénico como definido
acima, por exemplo, anticorpos contra VEGF, anticorpos
contra recetores de VEGF, moléculas peguenas que blogueiam
a sinalizacéo do recetor de VEGF (por exemplo,
PTK787/72K2284, SU6668, SUTENT/SU11248 (sunitinib malato),
AMGT706) . Os agentes anti-angiogénese incluem também
inibidores da angiogénese nativos, por exemplo,
angiostatina, endostatina, etc. Veja-se, por exemplo,
Klagsbrun e D’Amore, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991);
Streit e Detmar, Oncogene, 22:3172-3179 (2003) (por
exemplo, Tabela 3 que lista a terapia anti-angiogénica em
melanoma maligno); Ferrara & Alitalo, Nature Medicine
5(12) :1359-1364 (1999); Tonini et al., Oncogene, 22:6549-
6556 (2003) (por exemplo, Tabala 2 que lista fatores anti-
angiogénicos); e, Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206

(2003) (por exemplo, a Tabela 1 1lista agentes anti-
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angiogénicos utilizados em ensaios clinicos).
Composig¢bes da invengdo e métodos de fazer as mesmas

Esta invencao engloba composigdes, incluindo
composigdes farmacéuticas, compreendendo um anticorpo anti-
EphB4; e polinucledétidos compreendendo sequéncias que
codificam um anticorpo anti-EphB4. Como aqui utilizado, as
composigdes compreendem um ou mails anticorpos que se ligam
a EphB4, e/ou um ou mais polinucledétidos gque compreendem
sequéncias que codificam um ou mais anticorpos que se ligam
a EphB4. Estas composicdes podem compreender ainda veiculos
adequados, tais como excipientes farmaceuticamente
aceitdveis incluindo tampdes, que sdo bem conhecidos na
técnica.

A invengdo engloba também formas de realizagdo de
anticorpos e polinucledtidos isolados. A invengado engloba
também formas de realizacdo de anticorpos e polinucledtidos
substancialmente puros.

Os anticorpos anti-EphB4 da invencao sao
preferivelmente monoclonais. Também englobados dentro do
ambito da invengdo estdo os fragmentos Fab, Fab’, Fab’-SH e
F(ab’), dos anticorpos anti-EphB4 aqui proporcionados.
Estes fragmentos de anticorpos podem ser criados por meios
tradicionais, tais como digestdo enzimdtica, ou podem ser
gerados por técnicas recombinantes. Tais fragmentos de
anticorpos podem ser qgquiméricos ou humanizados. Estes
fragmentos sdo Uteis para os propdésitos de diagndstico e
terapéutica estabelecidos abaixo.

Anticorpos monoclonais s&o obtidos a partir de uma
populagédo de anticorpos substancialmente homogéneos, isto
€, 0s anticorpos individuais que compreende a populagdo séo
idénticos exceto para possiveis mutacgdes de ocorréncia
natural que podem estar presentes em menores dgquantidades.
Assim, o modificador "monoclonal" indica o carédcter do
anticorpo como nado sendo uma mistura de anticorpos

discretos.
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Os anticorpos monoclonais anti-EphB4 da invenc¢do podem
ser feitos usando o método do hibridoma primeiro descrito
por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), ou podem ser
feitos por métodos de ADN recombinante (Patente U.S. N.°
4.816.567) .

No método do hibridoma, um ratinho ou outro animal
hospedeiro, tal como um hamster, ¢ imunizado para induzir
linfécitos que produzem ou sdo capazes de produzir
anticorpos que se ligarao especificamente a proteina usada
para imunizacdo. Os anticorpos contra EphB4 sdo geralmente
criados em animais através de multiplas injecdes
subcutaneas (sc) ou intraperitoniais (ip) de EphB4 e um
adjuvante. EphB4 pode ser preparado usando métodos bem
conhecidos na técnica, alguns dos guais sdo ainda aqui
descritos. Por exemplo, a producdo recombinante de EphBR4 é
descrita abaixo. Numa forma de realizacdo, animais séao
imunizados com um derivado de EphB4 que contém o dominio
extracelular (ECD) de EphB4 fusionado a porcgdo Fc de uma
cadeia pesada de 1imunoglobulina. Numa forma de realizacgédo
preferida, animais s&o imunizados com uma proteina de fuséo
EphB4-IgGl. Os animais sdo vulgarmente imunizados contra
conjugados ou derivados imunogénicos de EphB4 com lipido A
monofosforilo (MPL) /dicrinomicolato de trehalosa (TDM)
(Ribi Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT) e a solucgao
¢ injetada por via intradérmica em multiplos locais. Duas
semanas mais tarde os animais recebem um reforgco. 7 a 14
dias mais tarde os animais sdo sangrados e o sSoro é
analisado para o titulo de anti-EphB4. Os animais séo
reforgcados até estabilizar o titulo.

Alternativamente, linfdcitos podem ser imunizados in
vitro. Os 1linfdécitos sdo, em seguida, fusionados com
células de mieloma usando um agente de fusdo adegquado, tal
como polietilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
pPp.59-103 (Academic Press, 1986)).
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As células de hibridoma assim preparadas s&o semeadas
e crescidas num meio de cultura adequado gue contém
preferivelmente uma ou mais substancias que inibem o
crescimento ou sobrevivéncia das células de mieloma
originais, néo fusionadas. Por exemplo, se as células de
mieloma origindrias carecem da enzima hipoxantina-guanina
fosforribosilo transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de
cultura para 0s hibridomas incluiré tipicamente
hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT),
substancias as quais evitam o <crescimento de células
deficientes em HGPRT.

As células de mieloma preferidas sdo aquelas que
fusionam eficazmente, suportam a producdo estdvel de alto
nivel de anticorpo pelas células de producdo de anticorpos
selecionadas, e sdo sensiveis a um meio tal como meio HAT.
entre estas, as linhas de células de mieloma preferidas séao
linhas de mieloma murino, tais como aquelas derivadas de
tumores de ratinhos MOPC-21 e MPC-11 disponiveis a parte do
Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego,
Califérnia, EUA, e células SP-2 ou X63-Ag8-653 disponiveis
a partir da American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland EUA. Linhas de células de mieloma humano e de
heteromieloma de ratinho-humano foram também descritas para
a produgdao 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., Nova York, 1987)).

O meio de cultura no qual as células de hibridoma
crescem é analisado para a produgao de anticorpos
monoclonais direcionados contra EphB4. Preferivelmente, a
especificidade de 1ligagcdo de anticorpos monoclonais é
determinada por 1munoprecipitacdo ou por um ensaio de
ligacdo in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio
de de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).

A afinidade de ligacao do anticorpo monoclonal pode,
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por exemplo, ser determinada pela andlise de Scatchard de
Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Apbds a identificacdo das células de hibridoma que
produzem anticorpos da especificidade, afinidade e/ou
atividade desejadas, 0os clones ©podem ser subclonados
limitando os procedimentos de diluicdo e crescidos por
métodos padrdo (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)). 0Os meios
de cultura para este propdsito incluem, por exemplo, meio
D-MEM ou RPMI-1640. Em adicdo, as células de hibridoma
podem ser crescidas in vivo como tumores asciticos num
animal.

Os anticorpos monoclonails secretados pelo subclones
sao adequadamente separados do meio de cultura, fluido
ascitico ou soro por procedimentos de purificacdo de
imunoglobulinas convencionais, tais como, por exemplo,
proteina A-Sepharose, cromatografia em hidroxiapatita,
eletroforese em gel, didlise, ou cromatografia de
afinidade.

Os anticorpos anti-EphB4 da invencao podem ser feitos
usando bibliotecas combinatdérias para rastrear clones de
anticorpos sintéticos com a atividade ou atividades
desejadas. Em principio, os clones de anticorpos sintéticos
sdo selecionados por rastreio de Dbibliotecas de fagos
contendo fagos que exibem varios fragmentos da regiao
varidvel do anticorpo (Fv) fusionados a ©proteina de
revestimento do fago. Tais Dbibliotecas de fagos séao
conseguidas por cromatografias de afinidade <contra o
antigénio desejado. Clones expressando fragmentos Fv
capazes de se ligarem ao antigénio desejado sdo absorvidos
ao antigénio e assim separados dos clones de ndo ligagdo na
biblioteca. Os clones de ligacdo s&o entdo eluidos a partir
do antigénio, e podem ser ainda enriquecidos por ciclos
adicionais de adsorcédo/eluicdo do antigénio. Qualguer dos

anticorpos anti-EphB4 da invengao pode ser obtido
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concebendo um procedimento de rastreio de antigénios
adequado para selecionar o clone do fago de interesse
seguido por construcdo de um clone do anticorpo anti-EphB4
de comprimento completo usando as sequéncias de Fv do clone
do fago de interesse e sequéncias das regides constantes
(Fc) descritas em Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edig¢do, NIH Publication

O dominio de ligacdo ao antigénio de um anticorpo é
formado por duas regides variaveis (V) de cerca de 110
aminocdcidos, uma de cada das cadeias leves (VL) e pesadas
(VH), ambas apresentando trés ansas hipervaridveis ou
regides determinantes de complementaridade (CDRs) . Os
dominios wvaridveis podem ser exibidos funcionalmente num
fago, ou como fragmentos Fv de cadeia simples (scFv), nos
quais VH e VL estdo covalentemente ligadas através de um
péptido flexivel, curto, ou como fragmentos Fab, nos quais
estes estdo cada um fusionados a um dominio constante e
interagem ndo covalentemente, como descrito em Winter et
al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Como aqui
utilizado, clones de fagos codificando scFv e clones de
fagos <codificando Fab sao coletivamente referidos como
"clones de fagos Fv" ou "clones Fv".

Os repertérios de genes das VH e VL podem ser
separadamente clonados por reagcdao de polimerizacao em
cadeia (PCR) e recombinados aleatoriamente em bibliotecas
de fagos, as quais podem ser entdo pesquisadas para clones
de ligagdo ao antigénio como descrito em Winter et al.,
Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). As bibliotecas de
fontes imunizadas proporcionam anticorpos de alta afinidade
ao imunogénio sem a necessidade de construgao de
hibridomas. Alternativamente, os reportdérios virgens podem
ser clonados para proporcionar uma fonte unica de
anticorpos humanos para um amplo intervalo de antigénios
ndo préprios e também prdéprios sem qualquer imunizacdo como
descrito por Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993).
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Finalmente, as bibliotecas virgens podem também ser feitas
sinteticamente por clonagem de segmentos de gene V nao
rearranjados a partir de células estaminais, e utilizando
iniciadores de PCR contendo uma sequéncia aleatdéria para
codificar as regibdes altamente varidveis CDR3 e para
alcancar o rearranjo In vitro como descrito por Hoogenboom
e Winter, J. mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Um fago filamentoso é utilizado para exibir fragmentos
de anticorpos por fusdo a menor proteina de revestimento
pIII. Os fragmentos de anticorpos podem ser exibidos como
fragmentos Fv de cadeia uUnica, nos quais os dominios VH e
VL estdo conectados na mesma cadeia polipeptidica por um
espacador polipeptidico flexivel, por exemplo, como
descrito por Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597
(1991), ou como fragmentos Fab, nos qguais uma cadeia ¢é
fusionada a pIII e a outra ¢é secretada no periplasma da
célula hospedeira bacteriana onde a montagem de uma
estrutura Fab-proteina de revestimento gque ¢é exibida na
superficie do fago por deslocamento de algumas das
proteinas de revestimento de tipo selvagem, por exemplo,
como descrito em Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19:
4133-4137 (1991).

Em geral, os acidos nucleicos codificando fragmentos
de genes de anticorpos sdo obtidos a partir de células
imunes colhidas de seres humanos ou animais. Se uma
biblioteca a favor de clones anti-EphB4 ¢é desejada, o
sujeito é imunizado com EphB4 para gerar uma resposta de
anticorpos, e células do bago e/ou células B circulantes ou
outros linfdécitos do sangue periférico (PBLs) sao
recuperadas para a construgcao da biblioteca. Numa forma de
realizagdo preferida, uma biblioteca de fragmentos de genes
de anticorpos humanos a favor de clones anti-EphB4 é obtida
gerando uma resposta de anticorpos anti-EphB4 em ratinhos
transgénicos que transportam uma colecdo de genes de

imunoglobulinas humanas (e sem um sistema de producgdo de
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anticorpos enddgeno funcional) de tal modo que a imunizacgdo
com EphB4 d& origem a células B que produzem anticorpos
humanos contra EphB4. A geracdo de ratinhos transgénicos de
producdo de anticorpos humanos é descrita abaixo.

O enriquecimento adicional para populacgdes de células
reativas anti-EphB4 pode ser obtido usando um procedimento
de rastreio adequado para isolar células B que expressem
anticorpo ligado a membrana especifico de EphB4, por
exemplo, por separagcao celular com cromatografia de
afinidade de EphB4 ou adsorgcdo de células a EphB4 marcada
com fluorocromo seguida de separacgdo de células ativada por
fluxo (FACS).

Alternativamente, a utilizacdo de células de bago e/ou
células C ou outros PBLs de um dador nao imunizado
proporciona uma melhor representacdo do possivel repertdrio
de anticorpos, e também permite a construgcdo de uma
biblioteca de anticorpos usando gualquer espécie animal
(humano ou ndo humano) na qual EphB4 ndo é antigénico. Para
bibliotecas gque incorporam a construgdo de genes de
anticorpos 1in vivo, células estaminais s&o colhidas a
partir do sujeito para proporcionar &cidos nucleicos que
codificam segmentos génicos de anticorpos ndo rearranjados.
As células imunes de interesse podem ser obtidas a partir
de uma variedade de espécies animais, tais como ser humana,
ratinho, ratazana, espécies de lagomorfos, lobos, caninas,
felinas, suinas, bovinas, de equinos e avidrias, etc.

Os segmentos génicos variaveis de anticorpos
codificando &acidos nucleicos (incluindo os segmentos VH e
VL) sao recuperados a partir das células de interesse e
amplificados. No caso de bibliotecas de genes VH e VL
rearranjados, o ADN desejado pode ser obtido por isolamento
de ADN gendmico ou mARN de linfdécitos seguido por reacgdo de
polimerizacéo em cadeia (PCR) com iniciadores
correspondentes as extremidades 5' e 3' de genes VH e VL

rearranjados como descrito em Orlandi et al., Proc. Natl.
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Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989), fazendo deste modo
diversos repertdrios de gene V para expressdo. 0s genes V
podem ser amplificados a partir de cADN e ADN gendmico, com
iniciadores inversos na extremidade 5' do exdo que codifica
o dominio V maturo e iniciadores diretos com base dentro do
segmento J como descrito em Orlandi et al. (1989) e em Ward
et al., Nature, 341: 544-546 (1989). No entanto, para
amplificacdo de cADN, iniciadores inversos podem também ser
baseados no exdo lider como descrito em Jones et al.,
Biotechnol., 9: 88-89 (1991), e iniciadores diretos dentro
da regido constante como descrito em Sastry et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (usan), 86: 5728-5732 (1989) . Para
maximizar a complementaridade, a degenerescéncia pode ser
incorporada nos iniciadores como descrito em Orlandi et al.
(1989) ou Sastry et al. (1989) . Preferivelmente, a
diversidade da biblioteca ¢ maximizada usando iniciadores
de PCR direcionados a cada familia do gene V de modo a
amplificar todos os arranjos de VH e VL disponiveis
presentes na amostra de &cido nucleico da célula imune, por
exemplo, como descrito no método de Marks et al., J. Mol.
Biol., 222: 581-597 (1991) ou como descrito no método de
Orum et al., Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498 (1993). Para
a clonagem do ADN amplificado em vetores de expressao,
sitios de restrigdo raros podem ser introduzidos dentro do
iniciador de PCR como uma etiqueta em uma extremidade como
descrito em Orlandi et al. (1989), ou por amplificacgéao
adicional por PCR com um iniciador etiquetado como descrito
em Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991).

Os repertdrios de genes V rearranjados sinteticamente
podem ser derivados de segmentos de genes V 1in vitro. A
maioria dos segmentos de genes VH humanos foram clonados e
sequenciados (reportado em Tomlinson et al., J. Mol. Biol.,
227: 776-798 (1992)), e mapeados (reportado em Matsuda et
al., Nature Genet., 3: 88-94 (1993); estes segmentes

clonados (incluindo todas as conformacdes principais da
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ansa Hl1 e H2) podem ser usados para gerar diversos
repertérios de genes VH com iniciadores de PCR codificando
ansas H3 de sequéncia e comprimento diversos como descrito
em Hoogenboom e Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).
Os repertdrios de VH podem também ser feitos com toda a
diversidade de sequéncias enfocados num longa ansa H3 de um
comprimento Unico como descrito em Barbas et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992). Os segmentos VK
e VA humanos foram clonados e sequenciados (reportado em
Williams e Winter, Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461 (1993))
e podem ser usados para fazer repertdrios de cadeias leves
sintéticas. Repertdrios de genes V sintéticos, baseados num
intervalo de dobras de VH e VL, e comprimentos de L3 e H3,
codificaréo anticorpos de consideréavel diversidade
estrutural ©Na sequéncia da amplificacdo de ADNs de
codificacdo de genes V, segmentos de gene V germinais podem
ser rearranjados in vitro de acordo com os métodos de
Hoogenboom e Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Os repertdérios de fragmentos de anticorpos podem ser
construidos por combinacdo dos repertdrios dos genes VH e
VL em conjunto de diversas maneiras. Cada repertdério pode
ser criado em diferentes vetores, e o0os vetores recombinados
in vitro, por exemplo, como descrito em Hogrefe et al.,
Gene, 128: 119-126 (1993), ou in vivo por infecéao
combinatdéria, por exemplo, o sistema loxP descrito em
Waterhouse el al., Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993).
A abordagem de recombinagdo in vivo explora a natureza de
duas cadeias de fragmentos Fab para superar o limite do
tamanho da biblioteca imposto pela eficacia de
transformacdo de E. coli. Repertédérios VH e VL virgens séao
clonados em separado, um num fagomideo e o outro num vetor
fago. As duas bibliotecas sao entédo combinadas por infecéo
do fago de bactérias contendo fagomideo de modo que cada
célula contém uma combinagdo diferente e o tamanho da

biblioteca ¢é limitado apenas pelo numero de células
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presentes (cerca de 10'” clones). Ambos os vetores contém
sinais de recombinacgdo in vivo de modo que os genes VH e VL
sdo recombinados num replicdo Unico e sdo co-empacotados em
virides do fago. Estas bibliotecas enormes proporcionam
grandes numeros de diversos anticorpos de boa afinidade
(Kd'1 de cerca de 10°° M).

Alternativamente, o0s repertdrios podem ser clonados
sequencialmente no mesmo vetor, por exemplo, como descrito
em Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982
(1991), ou montados em conjunto por PCR e depois clonados,
por exemplo, como descrito em Clackson et al., Nature, 352:
624-628 (1991). A montagem por PCR pode também ser usada
para Jjuntar ADNs de VH e VL com ADN codificando um
espacador peptidico flexivel para formar repertdrios de Fv
de cadeia simples. Ainda numa outra técnica, "em montagem
por PCR celular" é usada para combinar genes VH e VL dentro
de linfdécitos por PCR e depois repertdrios de clones de
genes ligados, como descrito em Embleton et al., Nucl.
Acids Res., 20: 3831-3837 (1992).

Os anticorpos produzidos por bibliotecas virgens (quer
naturais quer sintéticas) podem ser de afinidade moderada
(K ' de cerca de 10° a 10’ M'), mas a maturacdo da afinidade
pode também ser mimetizada in vitro por construcdo e re-
selecdo de bibliotecas secunddrias, como descrito em Winter
et al. (1994), supra. Por exemplo, uma mutacdo pode ser
introduzida em aleatdério in vitro usando uma polimerase
propensa a erros (reportado em Leung et al., Technique, 1:
11-15 (1989)) no método de Hawkins et al., J. Mol. Biol.,
226: 889-896 (1992) ou no método de Gram et al., Proc.
Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580 (1992). Adicionalmente,
a maturacdo da afinidade pode ser realizada por mutacgédo
aleatdéria de uma ou mais CDRs, por exemplo, usando PCR com
iniciadores que transportam uma sequéncia aleatdéria que
abarca a CDR de interesse, em clones de Fv individuais

selecionados e rastreando para clones de maior afinidade. O
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documento WO 9607754 (publicado a 14 de marcgo de 1996)
descreveu um método para induzir mutagénese numa regido
determinante de complementaridade de uma cadeia leve de uma
imunoglobulina para criar uma Dbiblioteca de genes de
cadeias leves. Uma outra abordagem eficaz € a recombinacdo
dos dominios VH ou VL selecionados por expressdo em fagos
com repertdrios de variantes do dominio V de ocorréncia
natural obtidas a partir de dadores nao imunizados e
rastreio para maior afinidade em varias rondas de
remodelacdo das cadeias, como descrito em Marks et al.,
Biotechnol., 10: 779-783 (1992). Esta técnica permite a
producao de anticorpos e fragmentos de anticorpos com
afinidades na gama de 107 M.

Os &cido nucleico e sequéncias de aminodcidos de EphB4
sdo conhecidos na técnica. A sequéncia de &cido nucleico
codificando a EphB4 pode ser concebida usando a sequéncia
de aminoéacidos da regiao desejada de EphB4.
Alternativamente, a sequéncia de cADN (ou fragmentos deste)
de N.° de Adesdo ao GenBank NM_004444, ou divulgada na
Patente U.S. N.o 5.635.177, pode ser usada. ADNs
codificando EphB4 podem ser preparados por uma variedade de
métodos conhecidos na técnica. Estes métodos incluem, mas
ndo estdo limitados a, sintese quimica por gqualguer dos
métodos descritos em Engels et al., Agnew. Chem. Int. Ed.
Engl., 28: 716-734 (1989), tal como os métodos de triéster,
fosfito, fosforamidito e H-fosfonato. Numa forma de
realizacdo, o0s codbes preferidos pela expressdo em células
hospedeiras sdo usados na concecgdo de ADN de codificacao de
EphB4. Alternativamente, o ADN de codificacdo de EphB4 pode
ser isolado a partir de uma biblioteca de cADN ou gendmica.

Na sequéncia da construgcdo da molécula de ADN
codificando a EphB4, a molécula de ADN é operacionalmente
ligada a uma sequéncia controlo de expressdo num vetor de
expressao, tal como um plasmideo, em gue a sequéncia

controlo é reconhecida por uma célula hospedeira
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transformada com o vetor. Em geral, os vetores de
plasmideos contém sequéncias de replicacdo e controlo as
quais sdo derivadas de espécies compativeis com a célula
hospedeira. O vetor vulgarmente transporta um sitio de
replicacdo, bem como sequéncias que codificam proteinas que
sdo capazes de proporcionar selecdo fenotipica em células
transformadas. Os vetores adequados para expressao em
células hospedeiras ©procaridéticas e eucaridticas sédo
conhecidos na técnica e alguns sdo ainda aqui descritos.
Organismos eucaridticas, tais como, leveduras, ou células
derivadas de organismos multicelulares, tais como
mamiferos, podem ser utilizados.

Opcionalmente, 0 ADN codificando a EphB4 é
operacionalmente ligado a uma sequéncia lider de secrecao
resultando na secrecdo do produto de expressao pela célula
hospedeira no meio de cultura. 0Os exemplos de sequéncias
lider de secregdo incluem stII, ecotin, IamB, herpes GD,
Ipp, fosfatase alcalina, invertase, e fator alfa. Também
adequada para utilizacd&o aqui €& a sequéncia lider de 36
aminodcidos de proteina A (Abrahmsen et al., EMBO J., 4:
3901 (1985)).

As células hospedeiras sao transfetadas e
preferivelmente transformadas com os vetores de expressao
ou clonagem descritos acima desta invencdo e cultivadas em
meios nutritivos convencionais modificados como apropriado
para induzir promotores, selecionar transformantes, ou
amplificar os genes codificando as sequéncias desejadas.

Transfecdo refere-se a tomada de um vetor de expresséo
por uma célula hospedeira gquer sejam ou nédo expressas, de
facto, quaisquer sequéncias de codificagdo. Numerosos
métodos de transfecdo sé&o conhecidos para os peritos na
especialidade, por exemplo, precipitacdo de CaPO; e
eletroporagdo. Uma transfecdo bem sucedida ¢é geralmente
reconhecida quando qualquer indicacdo da operacdo deste

vetor ocorre dentro da célula hospedeira. 0Os métodos para
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transfegcdo sdo bem conhecidos na técnica, e alguns séo
ainda aqui descritos.

Transformagdao significa introduzir ADN num organismo
de modo a gque o ADN seja replicédvel, tanto como um elemento
extracromossomal como por integrante cromossomal.
Dependendo da célula hospedeira utilizada, a transformacéo
é feita usando técnicas padrdo apropriadas a tais células.
Os métodos para transformacdo sdo Dbem conhecidos na
técnica, e alguns sao ainda aqui descritos.

As células procaridticas usadas para produzir a EphB4
podem ser cultivadas como descrito geralmente em Sambrook
et al., supra.

As células hospedeiras de mamiferas usadas para
produzir a EphB4 podem ser cultivadas num variedade de
meios, que sdo bem conhecidos na técnicas e alguns dos
quais sdo aqui descritos.

As células hospedeiras referidas nesta divulgagédo
englobam células em cultura in vitro, bem como células que
estdo dentro de um animal hospedeiro.

A purificacdo de EphB4 pode ser conseguida utilizando
métodos reconhecidos na técnica, alguns dos gquais sao aqui
descritos.

A EphB4 purificada pode ser ligada a uma matriz
adequada tal como esferas de agarose, esferas de
acrilamida, esferas de vidro, celulose, varios copolimeros
acrilicos, géis de metacrilato de hidroxilo, copolimeros
poliacrilicos e polimetacrilicos, nylon, veiculos neutros e
i6énicos e semelhantes, para utilizacdo na separacéo
cromatogrdfica por afinidade de <clones de expressdo em
fagos. A ligacdo da proteina EphB4 a matriz pode ser
conseguida pelos métodos descritos em Methods in
Enzymology, vol. 44 (1976). Uma técnica comummente empregue
para unir ligandos proteicos a matrizes polissacarideas,
por exemplo, agarose, dextrano ou celulose, envolve a

ativacdo do veiculo com halogenetos de cianogénio e
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subsequente acoplamento das aminas primdrias alifédtica ou
aromdticas do ligando peptidico a matriz ativada.

Alternativamente, a EphB4 pode ser usada para revestir
0os pogos de placas de adsorcdo, expressa em células
hospedeiras fixas as placas de adsorcdo ou utilizadas na
separacdo celular, ou conjugada com biotina para captura
com esferas revestidas com estreptavidina, ou utilizada em
qualguer outro método conhecido na técnica para selecgdo das
bibliotecas de expressao em fagos.

As amostras de bibliotecas de fagos sdo contactadas
com EphB4 imobilizada sob condig¢gdes adequadas para a
ligacdo de pelo menos uma porcgdo das particulas do fago com
o adsorvente. Normalmente, as condig¢des, 1incluindo pH,
forca idnica, temperatura e semelhantes, s&o selecionadas
para mimetizar as condigdes fisioldgicas. Os fagos ligados
a fase sdélida sdo lavados e em seguida eluidos por &acido,
por exemplo, como descrito em Barbas et al., Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), ou por alcalinos, por
exemplo, como descrito em Marks et al., J. Mol. Biol., 222:
581-597 (1991), ou por competicdo antigénica de EphBR4, por
exemplo, num procedimento semelhante ao método de
competicdo antigénicade Clackson et al., Nature, 352: 624-
628 (1991). Os fagos podem ser enriquecidos 20-1000 vezes
numa ronda Unica de selecdo. Além disso, os fagos
enriquecidos podem crescer em culturas Dbacterianas e
submeterem-se a rondas adicionais de selecéao.

A eficdcia da selecdo depende de muitos fatores,
incluindo as cinéticas de dissociacdo durante as lavagens,
e se multiplos fragmentos de anticorpos num fago unico
podem vincular-se em simultdneo ao antigénio. Os anticorpos
com cinéticas de dissociacdo réapidas (e fracas afinidades
de ligagdo) podem ser retidos pela utilizacgdo de lavagens
curtas, expressdo em fagos multivalentes e elevadas
densidades de revestimento de antigénio em fase sdélida. A

elevada densidade n&o s6 estabiliza o fago através de

78



EP1973950B1

interagdes multivalentes, como também favorece a re-ligacao
do fago que tem dissociado. A selecdo de anticorpos com
cinéticas de dissociacgdo 1lentas (e Dboas afinidades de
ligacdo) pode ser promovida pela utilizacdo de lavagens
longas e expressao em fagos monovalentes, como descrito em
Bass et al., Proteins, 8: 309-314 (1990) e no documento WO
92/09690, e uma Dbaixa densidade de revestimento de
antigénio, como descrito em Marks et al., Biotechnol., 10:
779-783 (1992).

E possivel selecionar entre anticorpos de fagos de
diferentes afinidades, mesmo com afinidades que diferem
ligeiramente, para EphB4. No entanto, a mutacdo aleatdria
num anticorpo selecionado (por exemplo, como realizado em
algumas das técnicas de maturacido de afinidade descritas
acima) €& suscetivel de dar origem a muitos mutantes, a
maioria de ligagdo ao antigénio, e uns quantos com maior
afinidade. Com EphB4 limitada, um fago de alta afinidade
raro poderia ser descartado. Para manter todos o0s mutantes
de maior afinidade, os fagos podem ser incubados com
excesso de EphB4 biotinilada, mas com a EphB4 biotinilada
numa concentragdo de molaridade inferior que a constante de
afinidade molar alvo para EphB4. Os fagos de ligacdo de
alta afinidade podem entdo ser capturados por esferas
paramagnéticas revestidas com estreptavidina. Tal "captura
em equilibrio" permite gue os anticorpos sejam selecionados
de acordo com as suas afinidades de ligagao, com uma
sensibilidade que permite o isolamento de clones mutantes
com tdo pouco como duas vezes maior afinidade a partir de
um grande excesso de fagos com menor afinidade. As
condigdes utilizadas na lavagem de fagos ligados a uma fase
s6lida podem também ser manipuladas para discriminacdo com
base nas cinéticas de dissociacéo.

Cones anti-EphB4 podem ser ativamente selecionados. A
invencdo proporciona anticorpos anti-EphB4 que bloqueiam a

ligagdo entre um ligando EphB4 (nomeadamente, efrina-B2) e
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EphB4, mas ndo blogqueiam a ligacdo entre um ligando EphB4 e
EphB1, EphB3, EphB4, EphB5 ou EphB6. Os clones Fv
correspondentes a tais anticorpos anti-EphB4 podem ser
selecionados por (1) 41isolamento de clones anti-EphB4 a
partir de uma biblioteca de fagos como descrito acima, e,
opcionalmente, amplificacdo da populacdo isolada de clones
de fagos ©por <crescimento da populagdo num hospedeiro
bacteriano adequado; (2) selecdo de EphB4 e de uma segunda
proteina contra a qual a atividade de bloqueio e de nao-
bloqueio, respetivamente, €& desejada; (3) adsorcao dos
clones de fagos anti-EphB4 a EphB4 imobilizada; (4)
utilizacdo de um excesso da segunda proteina para eluir
qualsquer clones nao desejados que reconhecem determinantes
de ligacdo da EphB4 que se sobrepdem ou sdo partilhados com
os determinantes de ligacdo da segunda proteina; e (5)
eluicdo dos clones gue permanecem adsorvidos na sequéncia
da etapa (4). Opcionalmente, os clones com as propriedades
de blogueio/néo bloqueio desejadas podem ser ainda
enriquecido por repeticdo dos procedimentos de selecao aqui
descritos uma ou mais vezes.

O ADN codificando os anticorpos monoclonais derivados
de hibridoma ou os clones Fv de expressao em fagos da
invencdo ¢é prontamente isolado e sequenciado usando
procedimentos convencionais (por exemplo, utilizando
iniciadores oligonucleotidicos concebidos para amplificar
especificamente as regides de codificacdo das cadeias
pesadas e leves de interesse a partir de um hibridoma ou
modelo de ADN de fago) . Uma vez isolado, o ADN pode ser
colocado em vetores de expressao, que sao depois
transfetados para células hospedeiras, tais como células de
E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster
chinés (CHO), ou células de mieloma que nao produzem
proteina imunoglobulinica de outra forma, para obter a
sintese dos anticorpos monoclonais desejados nas células

hospedeiras recombinantes. Os artigos de revisao sobre a
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expressao recombinante em bactérias de ADN codificando
anticorpos incluem Skerra et al., Curry Opinion on
Immunol., 5: 256 (1993) e Pluckthun, Immunol Revs, 130: 151
(1992).

O ADN que codifica os clones Fv da invencao pode ser
combinado com sequéncias de ADN conhecidas que codificam as
regides constantes das cadeias pesadas e/ou cadeias leves
(por exemplo, as sequéncias de ADN apropriadas podem ser
obtidas a partir de Kabat et al., supra) para formar clones
que codificam as cadeias pesadas e/ou leves de comprimento
total ou parcial. Serd apreciado gue as regides constantes
de qualquer isdétipo podem ser usadas para este propdsito,
incluindo as regides constantes de IgG, IgM, IgA, IgD, e
IgE, e que tails regibes constantes podem ser obtidas a
partir de qualgquer ser humano ou espécie animal. Um clone
Fv derivado do ADN do dominio wvaridvel de wuma espécie
animal (tal como ser humano) e, em seguida, fusionado a ADN
da regido constante de uma outra espécie animal para formar
uma sequéncia(s) de codificacdo para "hibrido", a cadeia
pesada e/ou cadeia leve de comprimento total estd incluida
na definicdo de anticorpo "quimérico" e "hibrido", tal como
aqgui wutilizada. Numa forma de realizacdo preferida, um
clone Fv derivado de ADN varidvel humano é fusionado a ADN
da regido constante humano para formar uma sequéncia(s) de
codificagdo para todas as cadeias pesadas e/ou leves de
comprimento total ou parcial, humanas.

O ADN codificando anticorpo anti-EphB4 derivado de um
hibridoma da invencdo pode também ser modificado, por
exemplo, por substituicdo da sequéncia de codificacédo para
os dominios constantes das cadeias pesadas e leves em vez de
sequéncias de murino homdélogas derivadas do clone de
hibridoma (por exemplo, como no método de Morrison et al.,
Proc . Natl. Acad. Sci. USA, 81l: 6851-6855 (1984)). ADN
codificando um hibridoma ou anticorpo ou fragmento derivados

do clone Fv pode ser ainda modificado Jjuntando
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covalentemente a sequéncia de codificacdo da imunoglobulina
toda ou ©parte da sequéncia de codificagdo para um
polipéptido ndo dimunoglobulinico. Desta forma, anticorpos
"quiméricos" ou "hibridos™" séao preparados tendo a
especificidade de ligacdo dos anticorpos derivados de clones
Fv ou de clones de hibridoma da invencao.

Fragmentos de anticorpos

A presente invencdo engloba fragmentos de anticorpos.
Em determinadas circunstéancias, existem vantagens em
utilizar fragmentos de anticorpos, em vez de anticorpos
inteiros. O menor tamanho dos fragmentos permite rapida
eliminagdo, e pode levar a acesso melhorado a tumores
s6lidos.

Varias técnicas tém sido desenvolvidas para a produgéo
de fragmentos de anticorpos. Tradicionalmente, estes
fragmentos foram derivados por digestdo proteolitica de
anticorpos intactos (veja-se, por exemplo, Morimoto et al.,
Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117
(1992); e Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Contudo,
estes fragmentos podem agora ser produzidos diretamente por
células hospedeiras recombinantes. Os fragmentos de
anticorpos Fab, Fv e ScFv podem ser todos expressos em e
secretados de E. coli, o que permite assim a facil produgédo
de grandes quantidades destes fragmentos. Os fragmentos de
anticorpos podem ser 1isolados a partir das bibliotecas de
anticorpos em fagos aqui discutidas. Alternativamente, os
fragmentos Fab’-SH podem ser diretamente recuperados a
partir de E. coli e quimicamente acoplados para formar
fragmentos F(ab’); (Carter et al., Bio/Technology 10:163-
167 (1992)). De acordo com uma outra abordagem, 0s
fragmentos F(ab’), podem ser diretamente isolados a partir
de cultura de células hospedeiras recombinantes. Fragmentos
Fab e F(ab’),; com semivida in vivo aumentada compreendendo
um recetor de salvamento que se liga a residuos de epitopos
sdo descritos na Patente U.S. N.° 5.869.046. Outras
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técnicas para a producgdo de fragmentos de anticorpos seréo
evidentes para o perito. Noutras formas de realizacao, o
anticorpor de elicdo ¢ um fragmento Fv de cadeia simples
(scFv). Veja-se o documento WO 93/16185; Patentes U.S. N.°
5.571.894; e 5.587.458. Fv e sFv sdao as Unicas espécies com
sitios de combinacdo intactos gque estdo desprovidos de
regides constantes; assim, estes sdo adequados para ligacgéao
ndo especifica reduzida durante a utilizacd&o in vivo. As
proteinas de fusdo em sFv podem ser construidas para obter
a fusdo de uma proteina efetora quer na terminacgdo amino
quer na carboxi de um sFv. Veja-se Antibody Engineering,
ed. Borrebaeck, supra. Os fragmentos de anticorpos podem
também ser um "anticorpo linear", por exemplo, como
descrito na Patente U.S. N.° 5.641.870, por exemplo. Tais
fragmentos de anticorpos podem ser monoespecificos ou
biespecificos.
Anticorpos humanizados

A presente invencao engloba anticorpos humanizados.
Varios métodos para a humanizacdo de anticorpos ndo humanos
sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, um anticorpo
humanizado pode ter um ou mais residuos de aminoacidos
introduzidos nele de uma fonte que ¢é nao humana. Estes
residuos de aminodcidos nédo humanos sdo fregquentemente
referidos como residuos "de importacado", os quais séo
tipicamente tomados a partir de um dominio varidvel "de
importacéao". A humanizacgao pode ser essencialmente
realizada seguindo o método de Winter e colaboradores
(Jones et al. (1986) Nature 321:522-525; Riechmann et al.
(1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science
239:1534-1536), substituindo as sequéncias das regides
hipervaridveis pelas sequéncias correspondentes de um
anticorpo humano. Deste modo, tais anticorpos "humanizados"
sdo anticorpos quiméricos (Patente U.S. N.° 4.816.567) em
que substancialmente menos de um dominio varidvel humano

intacto foi substituido pela sequéncia correspondente de

83



EP1973950B1

uma espécie n&o humana. Na préatica, os anticorpos
humanizados sao tipicamente anticorpos humanos nos gquais
alguns residuos das regides hipervaridveis e possivelmente
alguns residuos de FR sdo substituidos por residuos de
sitios andlogos em anticorpos de roedores.

A escolha de dominios wvaridveis humanos, tanto leves
como pesados, para serem utilizados na obtencado dos
anticorpos humanizados ¢ muito importante para reduzir a
antigenicidade. De acordo com o assim chamado método do
"melhor ajuste", a sequéncia do dominio wvaridvel de um
anticorpo de roedor ¢é rastreada contra toda a biblioteca de
sequéncias de dominios wvaridveis humanas conhecidas. A
sequéncia humana que estd mais prdxima daquela do roedor é
entdo aceite como a estrutura humana para o anticorpo
humanizado (Sims et al. (1993) J. Immunol. 151:2296;
Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901. Outro método
utiliza uma estrutura particular derivada da sequéncia de
consenso de todos os anticorpos humanos de um subgrupo
particular de cadeias leves ou pesadas. A mesma estrutura
pode ser usada para diversos anticorpos humanizados
diferentes (Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:4285; Presta et al. (1993) J. Immunol, 151:2623.

E ainda importante que os anticorpos sejam humanizados
com retencdo de alta afinidade para o antigénio e outras
propriedades Dbioldégicas favordveis. Para alcancar este
objetivo, de acordo com um método, 0s anticorpos
humanizados sdo preparados por um processo de andlise das

sequéncias de origem e varios produtos humanizados

conceptuais utilizando modelos tridimensionais das
sequéncias de origem e humanizadas. Os modelos de
imunoglobulinas tridimensionais estdo comummente
disponiveis e sao familiares aqueles peritos na

especialidade. Programas informédticos estdo disponiveis, os
quais ilustram e exibem estruturas conformacionais

tridimensionais provaveis de sequéncias de imunoglobulinas
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candidatas selecionadas. A inspecdo destas exibicodes
permite a andlise do papel provavel dos residuos no
funcionamento da sequéncia da imunoglobulina candidata,
isto é, a andlise de residuos que influenciam a capacidade
da imunoglobulina candidata se ligar ao seu antigénio.
Deste modo, o0s residuos de FR podem ser selecionados e
combinados a partir das sequéncias recipientes e de
importagdo, de modo que a caracteristica do anticorpo
desejada, tal como afinidade aumentada para o (s)
antigénio(s) alvo, ¢é alcancada. Em geral, os residuos das
regides hipervaridveis estao directamente e muito
substancialmente envolvidos na influéncia da 1ligacdo ao
antigénio.

Anticorpos humanos

Os anticorpos anti-EphB4 humanos da invenc¢ao podem ser
construidos por combinacdo de sequéncia(s) do dominio
varidvel de clones Fv selecionadas a partir de bibliotecas
de expressao em fagos de origem humana com sequéncias de
dominios constantes humanos conhecidas, como descrito
acima. Alternativamente, 0s anticorpos anti-EphB4
monoclonais humanos da invencdo podem ser obtidos pelo
método do hibridoma. Linhas de células de mieloma humano e
de heteromieloma de ratinho-humano para a produgdoc de
anticorpos monoclonais humanos foram descritas, por
exemplo, por Kozbor, J. Immunol, 133.: 3001 (1984); Brodeur
et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pag. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nova York,
1987); e Boerner et al., J. Immunol., 147: 86 (1991).

Agora ¢é possivel produzir animais transgénicos (por
exemplo, ratinhos) que sao capazes, apds imunizacdo, de
produzir um repertdrio completo de anticorpos humanos na
auséncia de produgdo de imunoglobulinas enddgena. Por
exemplo, foil descrito que a delecdo homozigdética do gene da
regido de juncao (JH) da cadeia pesada de um anticorpo em

ratinhos mutantes quiméricos e de linha germinal resulta na
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inibicdo completa da producdo de anticorpos enddgena. A
transferéncia da colecdo de genes de imunoglobulinas
germinais humanos em tals ratinhos mutantes germinais
resultard na producgdo de anticorpos humanos apds desafio
antigénico. Veja-se, por exemplo, Jakobovits et al., Proc.
Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al.,
Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et al., Year in
Immunol., 7: 33 (1993).

O rearranjo génico pode também ser usado para derivar
anticorpos humanos a partir de anticorpos ndoc humanos, por
exemplo, de roedores, onde o) anticorpo humano tem
afinidades e especificidades semelhantes ao anticorpo néao
humano de partida. De acordo com este método, que & também
chamado "imprinting de epitopos", quer a regido variavel da
cadeia pesada quer a da leve de um fragmento de anticorpo
ndo humano obtido por técnicas de expressdao em fagos como
descrito acima é substituida com um repertédério de genes do
dominio V humano, criando uma populacdo de gquimeras scFv ou
Fab com cadeia humana/cadeia ndo humana A selegdo com
antigénio resulta no isolamento de scFv ou Fab gquiméricos
de cadeia ndo humana/cadeia humana, em gue a cadeia humana
restaura o sitio de ligacdo ao antigénio destruido aquando
da remogdo da cadeia ndo humana correspondente no clone de
expressdo em fagos primario, isto €, o epitopo governa
(imprime) a escolha do parceiro da cadeia humana. Quando o
processo € repetido de modo a substituir a cadeia néo
humana remanescente, um anticorpo humano é obtido (veja-se
o documento de PCT WO 93/06213 publicado a 1 de abril de
1993). Ao contrario da humanizacéo tradicional de
anticorpos ndo humanos por enxerto de CDRs, esta técnica
proporciona anticorpos completamente humanos, gque nado tém
residuos de FR ou CDR de origem ndo humana.

Anticorpos biespecificos
Os anticorpos biespecificos sao anticorpos

monoclonais, preferivelmente humanos ou humanizados, que

86



EP1973950B1

tém especificidades de 1ligacédo para pelo menos dois
antigénios diferentes. No presente caso, uma das
especificidades de ligacdo €& para EphB4 e a outra é para
qualquer outro antigénio. Os anticorpos biespecificos
exemplificativos podem ligar-se a dois epitopos diferentes
da proteina EphB4. Os anticorpos biespecificos podem também
ser usados para localizar agentes citotdxicos em células
que expressam EphB4. Estes anticorpos possuem um bracgo de
ligacdo a EphB4 e um braco que se liga ao agente citotdxico
(por exemplo, saporina, anti-interferdo-o, alcaldide de
vinca, cadeia A de ricina, metotrexato ou hapteno de
isdétopos radiocativos). Os anticorpos biespecificos podem
ser preparados como anticorpos de comprimento completo ou
fragmentos de anticorpo (por exemplo, anticorpos
biespecificos F(ab’),).

Os métodos para obter anticorpos biespecificos séo
conhecidos na técnica. Tradicionalmente, a produgao
recombinante de anticorpos biespecificos baseia-se na co-
expressdo de dolis pares de cadeia pesada-cadeia leve de
imunoglobulinas, onde as duas cadeias pesadas tém
especificidades diferentes (Milstein e Cuello, Nature, 305:
537 (1983)). Devido ao arranjo aleatdério das cadeias
pesadas e leves de 1imunoglobulinas, estes hibridomas
(quadromas) produzem uma mistura potencial de 10 moléculas
de anticorpo diferentes, das quais apenas uma tem a
estrutura biespecifica correcta. A purificacdo da molécula
correcta, que é normalmente feita por etapas de
cromatografia de afinidade, ¢é bastante trabalhosa e o0s
rendimentos do produto sao baixos. Procedimentos
semelhantes sdo divulgados no documento WO 93/08829
publicado a 13 de maio de 1993, e em Traunecker el al,
EMBOJ., 10: 3655 (1991).

De acordo com uma abordagem diferente e mais
preferida, 0s dominios variaveis do anticorpo com

especificidades de ligacao desejadas (sitios de combinacao
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anticorpo-antigénio) sdo fusionados a sequéncias do dominio
constante da imunoglobulina. A fusdo é preferivelmente a um
dominio constante da cadeia pesada da imunoglobulina,
compreendendo pelo menos parte das regides de charneira,
CH2 e CH3. Prefere-se ter a primeira regido constante da
cadeia pesada (CH1), contendo o sitio necessario para
ligacdo da cadeia 1leve, presente em pelo menos uma das
fusdes. Os ADNs codificando as fusdes da cadeia pesada da
imunoglobulina e, se desejado, da cadeia leve da
imunoglobulina, s&o inseridos em vetores de expressao
separados, e sao co-transfetados para um organismo
hospedeiro adequado. Isto prevé grande flexibilidade no
ajuste das proporcdes mutuas dos trés fragmentos
polipeptidicos em formas de realizagdo gquando réacios
desiguais das trés cadeias polipeptidicas utilizadas na
construcdo proporcionam os rendimentos éptimos. E, contudo,
possivel inserir as sequéncias de codificacdo para duas ou
para todas as trés cadeias polipeptidicas num vetor de
expressdo quando a expressao de pelo menos duas cadeias
polipeptidicas em racios iguais resulta em rendimentos
elevados ou quando 0s racios ndo  tém significado
particular.

Numa forma de realizacido preferida desta abordagem, os
anticorpos biespecificos sd&o compostos por uma cadeia
pesada da imunoglobulina hibrida com uma primeira
especificidade de 1ligacao num braco, e um par de cadeia
pesada—-cadeia leve da imunoglobulina hibrida
(proporcionando uma segunda especificidade de ligagao) no
outro braco. Verificou-se gue esta estrutura assimétrica
facilita a separacdo do composto biespecifico desejado de
combinagbes de cadeias da imunoglobulina ndo desejadas, uma
vez que a presencga de uma cadeia leve da imunoglobulina em
apenas metade da molécula biespecifica prevé um modo féacil
de separacao. Esta abordagem € divulgada no documento WO

94/04690. Para mais detalhes da geracgdo de anticorpos
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biespecificos veja-se, por exemplo, Suresh et al., Methods
in Enzymology, 121:210 (1986).

De acordo com uma outra abordagem, a interface entre
um par de moléculas de anticorpos pode ser manipulada para
maximizar a percentagem de heterodimeros que sao
recuperados da cultura celular recombinante. A interface
preferida compreende pelo menos uma parte do dominio CH3 de
um dominio constante do anticorpo. Neste método, uma ou
mais cadeias laterais de aminodcidos pequenas da interface
da primeira molécula de anticorpo sé&o substituidas por
cadeias laterais maiores (por exemplo, tirosina ou
triptofano). "Cavidades" compensatdérias de tamanho idéntico
ou semelhante a(s) cadeia(s) lateral(ais) grande(s) sao
criadas na interface da segunda molécula de anticorpo
substituindo as cadeias laterais de aminodcidos grandes por
umas mais pequenas (por exemplo, alanina ou treonina). Isto
proporciona um mecanismo para aumentar o rendimento do
heterodimero sobre outros produtos finais ndo desejados,
tais como homodimeros.

Os anticorpos biespecificos incluem anticorpos de
ligagdes cruzadas ou "heteroconjugados"™. Por exemplo, um
dos anticorpos no heteroconjugado pode ser acoplado a
avidina, o outro a biotina. Tais anticorpos foram, por
exemplo, ©propostos para direcionar células do sistema
imunitdrio contra células ndo desejadas (Patente U.S. N.°
4.676.980), e para o tratamento de infecdo por HIV
(documentos WO 91/00360, WO 92/00373 e EP 03089). Os
anticorpos em heteroconjugados podem ser obtidos usando
guaisquer métodos de ligagdo cruzada convenientes. Agentes
de ligagdo cruzada adequados sdo bem conhecidos na técnica,
e sédo divulgados na Patente U.S. 4.676.980, juntamente com
uma série de técnicas de ligacédo cruzada.

As técnicas para gerar anticorpos Dbiespecificos a
partir de fragmentos de anticorpos foram também descritas

na literatura. Por exemplo, anticorpos biespecificos podem
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ser preparados utilizando ligacdo guimica. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) descreve um procedimento em que
anticorpos intactos sdo clivados de forma proteolitica para
gerar fragmentos F(ab’),. Estes fragmentos sdo reduzidos na
presenca do agente de complexacdo de ditiol arsenito de
sédio para estabilizar ditidis vicinais e ©prevenir a
formagdo de dissulfureto intermolecular. Os fragmentos Fab'
gerados sao, em seguida, convertidos em derivados de
tionitrobenzoato (TNB). Um dos derivados de Fab'-TNB &, em
seguida, reconvertido no Fab'-tiol por reducéo com
mercaptoetilamina e €& misturado com uma quantidade
equimolar do outro derivado Fab'-TNB para formar o
anticorpo biespecifico. Os anticorpos biespecificos
produzidos podem ser usados como agentes para a
imobilizacao seletiva de enzimas.

Progressos recentes tém facilitado a recuperacéao
directa de fragmentos Fab'-SH a partir de E. coli, os quais
podem ser quimicamente acoplados para formar anticorpos
biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225
(1992) descreve a producdo de uma molécula de F(ab’), de um
anticorpo biespecifico humanizado. Cada fragmento Fab' foi
secretado separadamente a partir de E. coli e sujeito a
acoplamento quimico direto in vitro para formar o anticorpo
biespecifico. O anticorpo biespecifico assim formado foi
capaz de se ligar a células sobrexpressando o recetor HER2
e a células T humanas normais, bem como de desencadear a
atividade 1litica de 1linfdécitos citotdxicos humanos contra
alvos de tumor da mama humano.

Varias técnicas para obter e isolar fragmentos de
anticorpos biespecificos diretamente a partir de cultura de
células recombinantes foram também descritas. Por exemplo,
anticorpos biespecificos foram produzidos utilizando fechos
de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553
(1992). Os péptidos dos fechos de leucina das proteinas Fos

e Jun foram ligados as porcgdes Fab' de dois anticorpos
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diferentes por fusdo de genes. 0Os homodimeros de anticorpo
foram reduzidos na regido de charneira para formar
mondémeros e, de seguida, re-oxidados para formar ©s
heterodimeros de anticorpo. Este método também pode ser
utilizado para a producdo de homodimeros de anticorpo. A
tecnologia de "diacorpo" descrita por Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
proporcionou um mecanismo alternativo para obter fragmentos
de anticorpos biespecificos. Os fragmentos compreendem um
dominio wvaridvel da cadeia pesada (VH) ligado a um dominio
varidvel da cadeia leve (VL) por um linker que ¢é demasiado
curto para permitir o emparelhamento entre os dois dominios
na mesma cadeia. Deste modo, os dominios VH e VL de um
fragmento sdo forgados a emparelhar com os dominios VL e VH
complementdrios de um outro fragmento, formando, assim,
dois sitios de ligacdo ao antigénio. Uma outra estratégia
para obter fragmentos de anticorpos biespecificos pela
utilizagdo de dimeros Fv de cadeia simples (sFv) foi
reportada. Veja-se Gruber et al., J. Immunol., 152:5368
(1994) .

Anticorpos com mais de duas valéncias sao
contemplados. Por exemplo, anticorpos triespecificos podem
ser preparados. Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).
Anticorpos multivalentes

Um anticorpo multivalente pode ser internalizado (e/ou
catabolizado) mais rapidamente gque um anticorpo bivalente
por uma célula expressando um antigénio ao qual os
anticorpos se ligam. Os anticorpos da presente invencgéao
podem ser anticorpos multivalentes (os quais sdo de outra
classe gque ndao a IgM) com trés ou mais sitios de ligacgdo ao
antigénio (por exemplo, anticorpos tetravalentes), que
podem ser prontamente produzidos por expressao recombinante
de 4cido nucleico codificando as cadeias polipeptidicas do
anticorpo. O anticorpo multivalente pode compreender um

dominio de dimerizacdo e trés ou mais sitios de ligacgado ao
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antigénio. O dominio de dimerizacdo preferido compreende
(ou consiste em) uma regido Fc ou uma regido de charneira.
Neste cendrio, o anticorpo compreenderd uma regido Fc e
trés ou mais sitios de ligacdo ao antigénio amino-terminais
para a regiao Fc. O anticorpo multivalente preferido
compreende aqui (ou consiste em) trés a cerca de oito, mas
preferivelmente quatro, sitios de ligacdo ao antigénio. O
anticorpo multivalente compreende pelo menos uma cadeia
polipeptidica (e preferivelmente duas cadeias
polipeptidicas), em gque a(s) cadeia(s) polipeptidical(s)
compreende (m) dois ou mais dominios varidveis. Por exemplo,
a(s) cadeia(s) polipeptidica(s) pode(m) compreender VDl-
(X1)n -VD2-(X2)n -Fc, em que VDl é um primeiro dominio
variadvel, VD2 é um segundo dominio wvaridvel, Fc é uma
cadeia polipeptidica de uma regido Fc, X1 e X2 representam
um aminodcido ou polipéptido, e n &€ 0 ou 1. Por exemplo,
a(s) cadeia(s) polipeptidica(s) pode compreender: cadeia
VH-CHl1-1linker flexivel-VH-CHl-regido Fc; ou cadeia VH-CHI1-
VH-CHl-regido Fc. O anticorpo multivalente compreende aqui
ainda, preferivelmente, pelo menos dois (e preferivelmente
quatro) polipéptidos do dominio varidvel da cadeia leve. O
anticorpo multivalente pode, por exemplo, compreender aqui
desde cerca de dois a cerca de oito polipéptidos do dominio
varidavel da cadeia leve. 0Os ©polipéptidos do dominio
variavel da cadeia leve aqui contemplados compreendem um
dominio variavel da cadeia leve e, opcionalmente,
compreendem ainda um dominio CL.
Variantes de anticorpos

Em algumas formas de realizacgdo, modificacao (6es) das
sequéncias de aminodcidos dos anticorpos aqui descritos séo
contempladas Por exemplo, pode ser desejavel melhorar a
afinidade de ligacdo e/ou outras propriedades bioldgicas do
anticorpo. As variantes da sequéncia de aminodcidos do
anticorpo sao preparadas pela introducdo de alteracgdes

nucleotidicas apropriadas no 4acido nucleico do anticorpo,
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ou por sintese peptidica. Tais modificag¢des incluem, por
exemplo, delecgdes de, e/ou insercgdes em e/ou substituicgdes
de, residuos dentro das sequéncias de aminodcidos do
anticorpo. Qualquer combinagcdo de delecédo, 1insercdo e
substituicdo é feita para chegar a construcdo final, desde
que a construcdo final possua as caracteristicas desejadas.
As alteracgdes de aminodcidos podem ser introduzidas na
sequéncia de aminodcidos do anticorpo sujeito no momento em
que é obtida a sequéncia.

Um método Util para a identificacdo de determinados
residuos ou regides do anticorpo que sdo localizagdes
preferidas para mutagénese ¢é chamado "mutagénese dirigida
com alanina" como descrito por Cunningham e Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. Agui, um residuo ou grupo de
residuos alvo sdo identificados (por exemplo, residuos
carregados tais como arg, asp, his, lys e glu) e
substituidos por um aminodcido neutro ou carregado
negativamente (mais preferivelmente alanina ou polialanina)
para afetar a interacdo dos aminodcidos com o antigénio.
Aquelas localizacgbes de aminoacidos que demonstram
sensibilidade funcional as substituicdes sao, entao,
refinadas por introdugdo de mais ou outras variantes nos,
ou para os, sitios de substituicdo. Assim, embora o sitio
para a introducdo de uma variagdo na sequéncia de
aminocdcidos seja predeterminado, a natureza da mutacdo per
se nao necessita ser predeterminada. Por exemplo, para
analisar o desempenho de uma mutacdo num dado sitio,
mutagénese dirigida com alanina ou aleatdria é realizada no
coddo ou regido alvo e as imunoglobulinas expressas sdo
rastreadas para a atividade desejada.

As 1nsercgbes em sequéncias de aminodcidos incluem
fusdes no terminal amino e/ou carboxilo dque variam em
comprimento desde um residuo até polipéptidos contendo cem
ou mais residuos, bem como insercdes intra-sequéncias de

residuos de aminodcido uUnicos ou multiplos. Exemplos de
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inserc¢des terminais incluem um anticorpo com um residuo
metionilo N-terminal ou o anticorpo fusionado a um
polipéptido citotdxico. Outras variantes de insercgéo da
molécula de anticorpo incluem a fusdo a terminacdo N ou C
do anticorpo de uma enzima (por exemplo, para ADEPT) ou um
polipéptido que aumenta a semivida sérica do anticorpo.

A glicosilagcdo de polipéptidos é tipicamente ou N-
ligada ou O-ligada. N-ligada refere-se a ligacédo da fracgédo
de carboidrato a <cadeia lateral de um residuo de
asparagina. As sequéncias tripeptidicas asparagina-X-serina
e asparagina-X-treonina, onde X ¢é qualquer aminocacido
exceto prolina, sdo as sequéncias de reconhecimento para a
ligagcdo enzimdtica da fragcdo de carboidrato a cadeia
lateral de asparagina. Assim, a presencga de gualquer destas
sequéncias tripeptidicas num polipéptido cria um potencial
sitio de glicosilacdo. A glicosilacdo O-ligada refere-se a
ligagao de um dos agucares N-acetilgalactosamina,
galactose, ou xilose a um hidroxiaminoacido, mais
comummente serina ou treonina, embora 5S5-hidroxiprolina ou
5-hidroxilisina possam também ser utilizados.

A adicdo de sitios de glicosilacdo ao anticorpo é
convenientemente conseguida alterando a sequéncia de
aminoacidos de tal modo gue contenha uma ou mais das
sequéncias tripeptidicas acima descritas (para sitios de
glicosilacdo N-ligados). A alteracdo pode também ser feita
pela adigdo de, ou substituicdo por, um ou mais residuos de
serina ou treonina a sequéncia do anticorpo original (para
sitios de glicosilacdo O-ligados).

Onde o anticorpo compreende uma regidao Fc, o
carboidrato ligado a este pode ser alterado. Por exemplo,
os anticorpos com uma estrutura de carboidrato matura que
carecem de fucose ligada a uma regido Fc do anticorpo estéo
descritos no Pedido de Patente U.S. N.° 2003/0157108
(Presta, L.). Veja-se também o documento US 2004/0093621

(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Os anticorpos com uma N-
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acetilglucosamina de Dbissecgcdo (GlcNAc) no carboidrato
ligado a uma regido Fc do anticorpo sao referenciados no
documento WO 2003/011878, Jean-Mairet et al. e Patente U.S.
N.° 6.602.684, Umana et al. Os anticorpos com pelo menos um
residuo de galactose no oligossacéadrido ligado a uma regido
Fc do anticorpo sé&@o reportados no documento WO 1997/30087,
Patel et al. Veja-se, também, os documentos WO 1998/58964
(Raju, S.) e WO 1999/22764 (Raju, S.) a respeito de
anticorpos com carboidrato alterado ligado a regido Fc do
mesmo. Veja-se também o documento US 2005/0123546 (Umana et
al.) sobre moléculas de ligacéo a antigénios com
glicosilacao modificada.

A variante da glicosilacdo preferida compreende aqui
uma regido Fc, em gue uma estrutura de carboidrato ligada a
regido Fc carece de fucose. Tais variantes tém fungdo ADCC
melhorada. Opcionalmente, a regido Fc compreende ainda uma
ou mais substituigdes de aminodcidos nesta que melhoram
ainda mais a ADCC, por exemplo, substituic¢des nas posigdes
298, 333 e/ou 334 da regido Fc (numeracdo de residuos de
Eu). Exemplos de publicagdes relacionadas com anticorpos
"desfucosilados™ ou "deficientes em fucose" 1incluem os
documentos: U.S. 2003/0157108; WO 2000/61739; WO
2001/29246; U.S. 2003/0115614; U.S. 2002/0164328; U.S.
2004/0093621; U.S. 2004/0132140; U.S. 2004/0110704; U.Ss.
2004/0110282; U.sS. 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO
2005/053742; Okazaki et al. J. Alol. Biol. 336:1239-1249
(2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioceng. 87: 614
(2004). Exemplos de 1linhas celulares de producao de
anticorpos desfucosilados incluem células de CHO Lecl3
deficientes em fucosilacdo proteica (Ripka et al. Arch.
Biochem. Biophis. 249:533-545 (1986); Pedido de Patente
U.S. N.° 2003/0157108 Aal, Presta, L; e documento WO
2004/056312 Al, Adams et al., especialmente no Exemplo 11),

e linhas celulares knockout, tais como gene da alfa-1,6-
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fucosiltransferase, FUT8, células de CHO knockout (Yamane-
Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)).

Um outro tipo de variante é uma variante de
substituicdo de aminodcidos. Estas variantes tém pelo menos
um residuo de aminodcido na molécula de anticorpo
substituido por um residuo diferente.

Os sitios de maior interesse para mutagénese substitutiva
incluem as regibdes hipervaridveis, mas as alteracgdes nas FR
também sdo contempladas. As substituic¢des conservativas séao
mostradas na Tabela 1 sob o titulo de "substituicgdes
preferidas". Se tais substituigdes resultam numa alteracao
da atividade bioldégica, entédo alteracgdes mais substanciais,
denominadas na Tabela 1 "substituicdes exemplificativas",
ou como adicionalmente descrito abaixo em referéncia a
classes de aminoécidos, podem ser introduzidas e o©s

produtos rastreados.

Tabela 1

Residuos Substituigdes Substituigdes
original exemplificativas preferidas
Ala (A) Val; Leu; He Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Tle (I) Leu; Vgl; Met; Ala; Phe; Leu

Norleucina

Norleucina; Ile; Val; Met;
Leu (L) Ala; Phe Ile
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr

Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
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Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Ile; L ; M ; Phe; Ala;

val (V) e; Leu; Met; Phe; %7l Leu
Norleucina

Modificagdes substanciais nas propriedades bioldgicas
do anticorpo sao conseguidas selecionando substituic¢des que
diferem significativamente no seu efeito na manutencdo (a)
da estrutura da cadeia principal do polipéptido na &rea da
substituicdo, por exemplo, como uma conformacdo em folha ou
helicoidal, (b) da carga ou hidrofobicidade da molécula no
sitio alvo, ou (c) do volume da cadeia lateral. Residuos de
ocorréncia natural sdo divididos em grupos baseados nas
propriedades comuns das cadeias laterias:

(1) hidrofdbicos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;
(2)hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(3)a&cidos: asp, glu;

(4)béasicos: his, lys, arg;

(5)residuos que influenciam a orientagdo da cadeia: gly,
pro; e

(6)aromdticos: trp, tyr, phe.

As substituig¢des nao conservativas implicardo a troca
de um membro de uma destas classes para um outra classe.

Um tipo de variante de substituicéo envolve a
substituig¢do de um ou mais residuos da regido hipervariavel
de um anticorpo de origem (por exemplo, um anticorpo
humanizado ou humano) . Geralmente, a(s) variante (s)
resultante(s) selecionadas para posterior desenvolvimento
terdo propriedades bioldgicas melhoradas relativamente ao
anticorpo de origem a partir do qual sdo geradas. Uma forma
conveniente de gerar tais variantes de substituig¢do envolve
a maturacdo da afinidade utilizando expressadao em fagos.
Resumidamente, diversos sitios da regido hipervaridvel (por
exemplo, 6-7 sitios) sado mutados para gerar todas as
possiveis substituic¢des de aminodcidos em cada sitio. Os
anticorpos assim gerados sao exibidos a partir de

particulas de fagos filamentosas como fusdes ao produto de
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M13 do gene III empacotado dentro de cada particula. As
variantes expressas em fagos sao entdao rastreadas para a
sua atividade Dbioldgica (por exemplo, afinidade de
ligagao), como aqui divulgado. De modo a identificar os
sitios das regides hipervaridveis candidatos a modificacéao,
mutagénese dirigida por alanina pode ser realizada para
identificar os residuos das regides hipervaridveis que
contribuem significativamente para a ligacdo ao antigénio.
Alternativamente, ou adicionalmente, pode ser benéfico
analisar uma estrutura cristalina do complexo antigénio-
anticorpo para i1dentificar pontos de contacto entre o
anticorpo e o antigénio. Tais residuos de contacto e
residuos vizinhos sdo candidatos para substituicdo de
acordo com as técnicas aqui elaboradas. Uma vez geradas
tais wvariantes, o painel de variantes ¢é submetido a
rastreio como aqui descrito e 0s anticorpos com
propriedades superiores em um ou mais ensaios relevantes
podem ser selecionados para posterior desenvolvimento.

As moléculas de 4acido nucleico codificando variantes
da sequéncia de aminodcidos do anticorpo sdo preparadas por
uma variedade de métodos conhecidos na técnica. Estes
métodos incluem, mas nao estdo limitados a, isolamento a
partir de uma fonte natural (no caso de variantes da
sequéncia de aminoacidos de ocorréncia natural) ou
preparacao por mutagénese mediada por oligonucledtidos (ou
sitio-direcionada), mutagénese por PCR, e mutagénese por
cassetes de uma variante preparada precocemente ou uma
versao nao variante do anticorpo.

Pode ser desejavel introduzir uma ou mais modificacgdes
de aminodcidos numa regido Fc dos polipéptidos da
imunoglobulina da invencéo, gerando, deste modo, uma
variante da regido Fc. A variante da regido Fc pode
compreender uma sequéncia de uma regido Fc humana (por
exemplo, uma regido Fc de IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4) que

compreende uma modificagdo nos aminodcidos (por exemplo,
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uma substituicdo) em uma ou mais posigdes dos aminoédcidos
incluindo aquela de uma cisteina da charneira. De acordo
com esta descricdo e ensinamentos da técnica, €& contemplado
que em algumas formas de realizagdo, um anticorpo utilizado
nos métodos da invencdo pode compreender uma ou mais
alteracdes, em comparacdo com o anticorpo homélogo do tipo
selvagem, por exemplo, na regido Fc. Estes anticorpos, no
entanto, deveriam reter substancialmente as mesmas
caracteristicas requeridas para utilidade terapéutica em
comparacdo com O sSeu hombélogo do tipo selvagem. Por
exemplo, pensa-se que determinadas alteracdes podem ser
feitas na regido Fc, resultando em ligacdo de Clg e/ou
citotoxicidade dependente do complemento (CDC) alteradas
(isto ¢é, quer melhoradas qguer diminuidas), por exemplo,
como descrito no documento WO 99/51642. Veja também Duncan
& Winter Nature 322:738-40 (1988); Patente U.S. N.°
5.648.260; Patente U.S. N.° 5.624.821; e documento WO
94/29351 relativos a outros exemplos de variantes da regiédo
Fc. Os documentos WO 00/42072 (Presta) e WO 2004/056312
(Lowman) descrevem variantes de anticorpos com ligagao a
FcRs melhorada ou diminuida. Veja-se, também, Shields et
al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001). Anticorpos com
semividas aumentadas e ligacdo melhorada ao recetor Fc
neonatal (FcRn), que ¢é responsavel pela transferéncia de
IgG maternas para o feto (Guyeret al., J. Immunol. 117:587
(1976) e Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)), séao
descritos no documento U.S. 2005/0014934A1 (Hinton et al.).
Estes anticorpos compreendem uma regido Fc com uma ou mais
substitui¢des na mesma que melhoram a ligagdo da regido Fc
ao FcRn. As variantes polipeptidicas com sequéncias de
aminocdcidos das regides Fc alteradas e capacidade de
ligagdo de Clg aumentada ou diminuida s&do descritas na
patente U.S. N.° 6.194.551B1 e no documento WO 99/51642.
Veja-se, também, Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184
(2000) .
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Derivados de anticorpos

Os anticorpos da presente invencadao podem ainda ser
modificados para conter fracdes ndo proteinicas adicionais
que sao conhecidas na técnica e estdo prontamente
disponiveis. Preferivelmente, as fragdes adequadas para
derivatizacdo do anticorpo s&o polimeros soluveis em &agua.
Os exemplos ndo limitantes de polimeros soluveis em A&gua

incluem, mas nao estdo limitados a, polietilenoglicol

(PEG), copolimeros de etilenoglicol/propilenoglicol,
carboximetilcelulose, dextrano, alcool polivinilico,
polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3, 6-
trioxano, copolimero de etileno/anidrido maleico,
poliaminoéacidos (quer homopolimeros quer copolimeros
aleatérios), e dextrano ou poli (n-
vinilpirrolidona)polietilenoglicol, homopolimeros de
propropilenoglicol, copolimeros de 6xido de

polipropileno/éxido de etileno, polidis polioxietilados
(por exemplo, glicerol), alcool polivinilico, e misturas
destes. O propionaldeido de polietilenoglicol pode ter
vantagens no fabrico devido a sua estabilidade em &gua. O
polimero pode ser de gualquer massa molecular e pode ser
ramificado ou ndo ramificado. O numero de polimeros ligados
ao anticorpo pode variar, e se mais do que um polimero esta
ligado, estes podem ser as mesmas moléculas ou diferentes.
Em geral, o numero e/ou tipo de polimeros utilizados para a
derivatizacao pode ser determinada com base em
consideracgdes, incluindo, mas nao limitadas a, as
propriedades ou fungdes particulares do anticorpo a ser
melhorado, se o derivado de anticorpo serd wusado numa
terapia sob condicdes definidas, etc.
Rastreio para anticorpos com propriedades desejadas

Os anticorpos da presente invencao podem ser
caracterizados pelas suas propriedades fisicas/quimicas e
funcbdes Dbioldgicas por varios ensaios conhecidos na

técnica. Em algumas formas de realizacdo, os anticorpos séo
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caracterizados por qualquer um ou mais de reducdo ou
bloqueio da ativacgao de EphB4, reducdao ou blogqueio da
sinalizacdo molecular a Jjusante de EphB4, reducao ou
bloqueio da ativagdo do ligando de EphB4, redugdo ou
bloqueio da sinalizacgdo molecular a Jjusante do lingando de
EphB4, interrupcdo ou bloqueio da ligacdo do ligando (por
exemplo, efrina-Bl, efrina-B2 e/ou efrina-B3) a EphB4,
fosforilagdo de EphB4 e/ou multimerizagdo de EphB4, e/ou
fosforilagcdo do 1ligando de EphB4, e/ou tratamento e/ou
prevencao de um tumor, disturbio proliferativo celular ou
um cancro; e/ou tratamento ou prevengdo de um disturbio
associado a expressdo e/ou atividade de EphB4 (tal como
expressdo e/ou atividade de EphB4 aumentadas) de EphB4.

Os anticorpos purificados podem ser ainda
caracterizados por uma série de ensaios incluindo, mas néao
limitados a, sequenciacao N-terminal, andlise de
aminoacidos, <cromatografia ligquida de alta ©pressdao de
exclusao por tamanhos nao desnaturante (HPLC),
espectrometria de massa, cromatografia de troca i1dbénica e
digestdo com papaina.

Em determinadas formas de realizacao da invengédo, os
anticorpos aqui produzidos s&o analisados gquanto a sua
atividade bioldégica. Em algumas formas de realizacdo, o0s
anticorpos da presente invencdo sao testados gquanto a sua
atividade de ligacdo ao antigénio. Os ensaios de ligacao ao
antigénio que sdo conhecidos na técnica e podem ser aqui
utilizados incluem, sem limitacdo, quaisquer ensaios de
ligacédo direta ou competitiva utilizando técnicas tais como
western blots, radioimunoensaios, ELISA (ensaio de
imunocabsorcdo enzimdtica), 1imunoensaios tipo "sanduiche",
ensaios de imunoprecipitacdo, imunoensaios fluorescente, e
imunoensaios de proteina A. Ensaios de ligagdo ao antigénio
ilustrativos sé&o proporcionados abaixo na secdo Exemplos.

Ainda numa outra forma de realizacgcdo, a 1invencao

proporciona anticorpos monoclonais anti-EphB4 qgque competem
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com o anticorpos 30.35, 30.35.1D2 e/ou 30.35.2D8 para a
ligacdo a EphB4. Tais anticorpos competidores incluem
anticorpos que reconhecem um epitopo de EphB4 que € o mesmo
ou se sobrepde ao epitopo de EphB4 reconhecido pelo
anticorpo 30.35, 30.35.1D2 e/ou 30.35.2D8. Tais anticorpos
competidores podem ser obtidos por rastreio dos
sobrenadantes de hibridoma anti-EphB4 para ligagao a EphB4
imobilizada em competicdo com anticorpo 30.35, 30.35.1D2
e/ou 30.35.2D8 marcado. Um sobrenadante de hibridoma
contendo um anticorpo competidor reduzird a quantidade de
anticorpo marcado ligado detetada na mistura de ligacgao de
competicdo sujeita, em comparagcdo com a gquantidade de
anticorpo marcado ligado detetada numa mistura de ligacéao
controlo contendo anticorpo irrelevante (ou nao). Qualquer
dos ensaios de 1ligacdo de competicdo aqui descritos sao
adequados para utilizacgdo no procedimento anterior.

Num outro aspeto, a invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal anti-EphB4 que compreende uma ou mais HVRs (tal
como 2, 3, 4, 5 e/ou 6) do anticorpo 30.35, 30.35.1D2 ou
30.35.2D8. Um anticorpo monoclonal anti-EphB4 que
compreende uma ou mais HVRs de 30.35, 30.35.1D2 e/ou
30.35.2D8 pode ser construido por enxerto de uma ou mais
HVRs de 30.35, 30.35.1D2 e/ou 30.35.2D8 numa sequéncia de
anticorpo modelo, por exemplo, uma sequéncia de anticorpo
humano que estd mais prdxima da correspondente sequéncia
murina do anticorpo de origem, ou uma sequéncia de consenso
de todos os anticorpos humanos no subgrupo particular da
cadeia leve ou pesada do anticorpo de origem, e expressando
a(s) sequéncia(s) quimérica(s) resultante(s) da regiéo
varidvel da cadeia leve e/ou da pesada, com ou sem
sequéncia (s) da regiao constante acompanhante (s), em
células hospedeiras recombinantes, como aqui descrito.

Os anticorpos anti-EphB4 da invencdo que possuem as
propriedades uUnicas aqui descritas podem ser obtidos por

rastreio de clones de Thibridoma anti-EphB4 para as
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propriedades desejadas através de qualquer método
conveniente. Por exemplo, se um anticorpo monoclonal anti-
EphB4 que bloqueia ou nao blogqueia a ligacao de ligandos de
EphB4 a EphB4 é desejado, o anticorpo candidato pode ser
testado num ensaio de competicao de ligacao, tal como um
ELISA de 1ligacdo competitiva, em que o0s pocos das placas
sdao revestidos com EphB4, e uma solucdo de anticorpo num
excesso do ligando Eph de interesse é colocada em camadas
sobre as placas revestidas, e o anticorpo ligado é detetado
enzimaticamente, por exemplo, contactando o anticorpo
ligado com anticorpo anti-Ig conjugado com HRP ou anticorpo
anti-Ig biotinilado e desenvolvendo a reacgdo cromdtica com
HRP, por exemplo, desenvolvendo placas com estreptavidina-
HRP e/ou perdéxido de hidrogénio e detetando a reacéo
cromadtica com HRP por espectrofotometria a 490 nm com um
leitor de placas de ELISA.

Se um anticorpo anti-EphB4 que inibe ou ativa a
ativacdo de EphB4 ¢ desejado, o anticorpo candidato pode
ser testado num ensaio de fosforilagdo de EphB4. Tais
ensaios sao conhecidos na técnica e um tal ensaio ¢é
descrito na secgao Exemplos.

Se um anticorpo anti-EphB4 que 1inibe o crescimento
celular é desejado, o anticorpo candidato pode ser testado
em ensaios in vitro e/ou 1in vivo que medem a inibicdo do
crescimento celular. Tails ensaios sdo conhecidos na técnica
e ainda aqui descritos e exemplificados.

Numa forma de realizacao, a presente invencao
contempla um anticorpo alterado que possul algumas, mas néao
todas, as funcgbdes efetoras, as quais o tornam um candidato
desejado para muitas aplicag¢des nas quais a semivida do
anticorpo in vivo é importante, contudo determinadas
fungdes efetoras (tais como de complemento e ADCC) sao
desnecesséarias ou deletérias. Em determinadas formas de
realizacgado, as atividades da Fc da imunoglobulina produzida

sao medidas para assegurar dJue apenas as propriedades
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desejadas sé&o mantidas. Ensaios de citotoxicidade in vitro
e/ou 1in vivo podem ser realizados para confirmar a
reducdo/deplecdo das atividades de CDC e/ou ADCC. Por
exemplo, ensaios de ligagdo ao recetor Fc (FcR) podem ser
realizados para assegurar que o anticorpo carece de ligacao
a FcyR (dai, a provavel falta de atividade ADCC), mas retém
a capacidade de ligacdo ao FcRn. As principais células para
mediar a ADCC, células NK, expressam apenas FcyRIII, ao
passo que os mondcitos expressam FcyRI, FcyRII e FcyRIII. A
expressdo de FcR em células hematopoiéticas é sumarizada na
Tabela 3 na péagina 464 de Ravetch e Kinet, Annu. Rev.
Immunol 9:457-92 (1991). Um exemplo de um ensaio in vitro
para avaliar a atividade ADCC de uma molécula de interesse
¢ descrito na Patente U.S. N.° 5.500.362 ou 5.821.337. As
células efetoras uteis para tais ensaios incluem células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e células Natural
Killer (NK) . Alternativamente, ou adicionalmente, a
atividade ADCC de uma molécula de interesse pode ser
avaliada in vivo, por exemplo, num modelo animal tal como
aquele divulgado em Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656
(1998) . Os ensaios de 1ligacdo de Clg também podem ser
levados a cabo para confirmar que o anticorpo é incapaz de
se ligar a Clg e, portanto, carece de atividade CDC. Para
avaliar a ativacao do complemento, um ensaio de CDC, por
exemplo, como descrito em Gazzano-Santoro et al., J.
Immunol. Methods 202:163 (19906), pode ser realizado.
Determinacgdes da ligacdo a FcRn e eliminacdo/semivida in
vivo também podem ser realizada utilizando métodos
conhecidos na técnica, por exemplo, aqueles descritos na
seccao Exemplos.
Vetores, células hospedeiras e métodos recombinantes

Para produgdo recombinante de um anticorpo da
invengdo, o Aacido nucleico que o codifica é isolado e
inserido num vetor replicavel ©para clonagem adicional

(amplificacdo do ADN) ou para expressdo. O ADN codificando
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o anticorpo é prontamente isolado e sequenciado utilizando
procedimentos convencionais (por exemplo, usando sondas de
oligonucledétidos que sao capazes de se ligarem
especificamente a genes que codificam as cadeias pesadas e
leves do anticorpo). Muitos vetores estdo disponiveis. A
escolha do vetor depende, em parte, da célula hospedeira a
ser utilizada. Geralmente, as células hospedeiras
preferidas sdo quer de origem procaridética quer eucaridtica
(geralmente de mamifero). Serd apreciado que as regides
constantes de qualquer 1isdétipo podem ser usadas para este
propdésito, incluindo as regides constantes de IgG, IgM,
IgA, IgDh, e IgE, e qgue tais regibes constantes podem ser
obtidas a partir de qualguer ser humano ou espécie animal.
a. Geracdo de anticorpos usando células hospedeiras
procaridticas:
i. Construcdo do vetor

As sequéncias polinucleotidicas codificando 0s
componentes polipeptidicos do anticorpo da invencdo podem
ser obtidas utilizando técnicas de recombinacdoc padrdo. As
sequéncias polinucleotidicas desejadas podem ser isoladas e
sequenciadas a partir de células produtoras de anticorpos,
tais como células de hibridoma. Alternativamente, o0s
polinucledétidos podem ser sintetizados utilizando um
sintetizador de nucledétidos ou de técnicas de PCR. Uma vez
obtidas, as sequéncias codificando os polipéptidos séo
inseridas num vetor recombinante capaz de replicar e
expressar polinucledétidos heterdlogos em hospedeiros
procaridticos. Muitos vetores que estdo disponiveis e séo
conhecidos na técnica podem ser usados para o propdsito da
presente invencdo. A selecdo de um vetor apropriado
dependera, principalmente, do tamanho dos &acidos nucleicos
a serem inseridos no vetor e da célula hospedeira
particular a ser transformada com o vetor. Cada vetor
contém varios componentes, dependendo da sua funcao

(amplificacdo ou expressdo do polinucledétido heterdlogo, ou
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ambas) e da sua compatibilidade com a célula hospedeira
particular na qual reside. Os componentes do vetor
geralmente incluem, mas nao estdo limitados a: uma origem
de replicacao, um gene marcador de selecdo, um promotor, um
sitio de 1ligagcdo ao ribossoma (RBS), uma sequéncia de
sinal, o inserto de &cido nucleico heterdélogo e uma
sequéncia de terminacdo da transcricgéo.

Em geral, vetores plasmideos contendo sequéncias de
replicdo e controlo as quais sdo derivadas de espécies
compativeis com a célula hospedeira sdo usados em conexao
com estes hospedeiros. O vetor vulgarmente transporta um
sitio de replicacdo, bem como sequéncias de marcacdo as
quais sdo capazes de proporcionar selecdo fenotipica em
células transformadas. Por exemplo, E. coli é tipicamente
transformada utilizando pBR322, um plasmideo derivado de
uma espécie de E. coli. O pBR322 contém genes que codificam
a resisténcia a ampicilina (Amp) e a tetraciclina (Tet) e
proporcionam assim meios féaceis para a identificacdo de
células transformadas. O pBR322, seus derivados, ou outros
plasmideos microbianos ou bacteridéfago podem também conter,
ou serem modificados para conter, promotores qgque podem ser
usados pelo organismo microbiano para a expressao de
proteinas enddgenas. Exemplos de derivados de pBR322 usados
para expressdo de anticorpos especificos sdo descritos em
detalhe em Carter et al., Patente dos U.S. N.° 5.648.237.

Em adicgcdo, vetores fagos contendo sequéncias de
replicéao e de controlo que sao compativeis com O
microrganismo hospedeiro podem ser utilizados como vetores
de transformacdo em conexdo a estes hospedeiros. Por
exemplo, um bacteridéfago tal como AGEM.TM.-11 pode ser
utilizado para fazer um vetor recombinante que pode ser
usado para transformar células hospedeiras susceptiveis,
tais como LE392 de E. coli.

O vetor de expressao da invencao pode compreender dois

ou mais pares promotor-cistron codificando cada um dos
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componentes polipeptidicos. Um promotor ¢é uma sequéncia
reguladora nao traduzida localizado a montante (5') de um
cistron que modula a sua expressao. Os promotores
procaridéticos tipicamente caiem dentro de duas classes,
induziveis e constitutivos. Promotor induzivel é um
promotor gue inicia niveis aumentados de transcrigdoc do
cistron sob o seu controlo em resposta a alteragdes nas
condicgdes de cultura, por exemplo, a presenga ou auséncia
de um nutriente ou uma alteracdo na temperatura.

Um grande numero de promotores reconhecidos por uma
variedade de potenciais células hospedeiras sao Dbem
conhecidos. O promotor selecionado pode ser operativamente
ligado ao ADN do cistron que codifica a cadeia leve ou
pesada por remogdo do promotor do ADN fonte através da
digestdo com enzimas de restricdo e inserindo a sequéncia
do promotor isolada no vetor da invencgao. Tanto a sequéncia
do promotor nativa como muitos promotores heterdlogos podem
ser usados para dirigir a amplificacdo e/ou expressdo dos
genes alvo. Em algumas formas de realizacgdo, promotores
heterdélogos sdo utilizados, pois estes geralmente permitem
uma maior transcrigdo e mailores rendimentos do gene alvo
expresso em comparagdo ao promotor do polipéptido alvo
nativo.

Os promotores adequados para utilizacéo com
hospedeiros procariotas incluem o promotor PhoA, 0s
sistemas de ©promotores de R-galactamase e lactose, um
sistema de promotor de triptofano (trp) e promotores
hibridos tais como o promotor tac ou o trc. No entanto,
outros promotores que sdo funcionais em bactérias (tais
como outros promotores bacterianos ou de fagos conhecidos)
sdao também adequados. As suas sequéncias de nucledtidos
foram publicadas, possibilitando assim a um perito ligéd-los
operativamente a cistrons que codificam as cadeias leves e
pesadas alvo (Siebenlist et al. (1980) Cell 20: 269) usando

linkers ou adaptadores para fornecer qualquer sitio de
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restricgdo necessério.

Num aspeto da invencdo, cada cistron dentro do vetor
recombinante compreende um componente da sequéncia sinal de
secrecédo que dirige a translocagdo dos polipéptidos
expressos através de uma membrana. Em geral, a segquéncia
sinal pode ser um componente do vetor, ou pode ser uma parte
do ADN do polipéptido alvo gque €& inserida no vetor. A
sequéncia sinal selecionada para o propdsito desta invencédo
deveria ser uma que seja reconhecida e processada (isto é&,
clivada por uma peptidase sinal) pela célula hospedeira.
Para células hospedeiras procariotas gque nao reconhecem e
processam as sequéncias sinal nativas para os polipéptidos
heterdélogos, a sequéncia sinal € substituida por uma
sequéncia sinal procaridtica selecionada, por exemplo, a
partir do grupo dque <consiste na fosfatase alcalina,
penicilinase, Ipp, ou lideres de enterotoxina termoestavel
IT (STII) , LamB, PhoE, PelB, OmpA e MBP. Numa forma de
realizacdo da invencado, as sequéncias sinal usadas em ambos
0s cistrons do sistema de expressdo sdo sequéncias sinal de
STII ou variantes destas.

Num outro aspeto, a produgdo das imunoglobulinas de
acordo com a invencdo pode ocorrer no citoplasma da célula
hospedeira, e, deste modo, ndo requer a presenca de
sequéncias sinal de secrecgédo dentro de cada cistron. A este
respeito, as cadeias leves e pesadas de imunoglobulinas séao
expressas, dobradas e montadas para formar imunoglobulinas
funcionais dentro do citoplasma. Determinadas estirpes
hospedeiras (por exemplo, as estirpes de E. coli trxB)
fornecem condig¢des citoplasmadticas que sdo favoradveis para
a formacdo de ligacdes dissulfureto, permitindo, deste
modo, a dobragem e montagem corretas de subunidades de
proteinas expressas. Proba e Pluckthun Gene, 159:203
(1995).

As células hospedeiras procaridéticas adequadas para

expressar o0s anticorpos da invenc¢do incluem argueobactérias
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e eubactérias, tais como organismos gram-negativos ou gram-—
positivos. Os exemplos de bactérias Uteis incluem
Escherichia (por exemplo, E. coli), Bacilli (por exemplo,
B. subtilis), enterobactérias, espécies de pseudomonas (por
exemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia
marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia,
Vitreoscilla , ou Paracoccus. Numa forma de realizacao,
células gram-negativas sao usadas. Numa forma de
realizacéao, as células de E. coli sdo usadas como
hospedeiros para a invengdo. Os exemplos de estirpes de E.
coli incluem a estirpe W3110 (Bachmann, Cellular and
Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.: American
Society for Microbiology, 1987), padg. 1190-1219; Depdsito
na ATCC No. 27 325) e derivados desta, incluindo a estirpe
33D3 que tem o gendtipo de W3110 AfhuA (AtonA) ptr3 lac Ig
lacL8 AompTA (nmpc-fepE) degP4l kanR (Patente U.S. N°,.
5.639.635). Outras estirpes e derivados destas, tais como
E. coli 294 (ATCC 31 44¢), E. coli B, E. colil 1776 (ATCC
31 537) e E. coli RV308(ATCC 31 608) s&ao também adequadas.
Estes exemplos sdo ilustrativos, em vez de limitantes. Os
métodos para a construcdo de derivados de qualquer das
bactérias acima mencionadas tendo gendtipos definidos séo
conhecidos na técnica e descritos em, por exemplo, Bass et
al., Proteins, 8:309-314 (1990). E geralmente necessario
selecionar as bactérias apropriadas tendo em consideracédo a
replicabilidade do replicdo nas células de uma bactéria.
Por exemplo, espécies de E. coli, Serratia, ou Salmonella
podem ser adequadamente usadas como o© hospedeiro qguando
plasmideos bem conhecidos, tais como pBR322, pBR325,
PACYC177 ou pKN41l0, sdo usados para fornecer o replicao.
Tipicamente, a célula hospedeira deveria secretar
gquantidades minimas de enzimas proteoliticas, e inibidores
de proteases adicionais podem ser desejavelmente

incorporados na cultura de células.
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ii. Produgdo de anticorpos

As células hospedeiras sdo transformadas com 0s
vetores de expressdo descritos acima e cultivadas em meios
nutritivos convencionais modificados como apropriado para
induzir promotores, selecionar transformantes, ou
amplificar os genes que codificam as sequéncias desejadas.

Transformagcdo significa introduzir ADN no hospedeiro
procariota de modo a que o ADN seja replicéavel, tanto como
um elemento extracromossomal como por integrante
cromossomal. Dependendo da célula hospedeira utilizada, a
transformacédo é feita usando técnicas padrdo apropriadas a
tais células. O tratamento com cdlcio empregando cloreto de
cdlcio & geralmente usado para células bacterianas que
contém barreiras da parede celular substanciais. Um outro
método para a transformacdo emprega polietilenoglicol/DMSO.
Ainda um outra técnica usada € a eletroporacao.

As células procariotas usadas para produzir os
polipéptidos da invengdo crescem em meios conhecidos na
técnica e adequados para cultura das células hospedeiras
selecionadas. Os exemplos de meios adequados incluem caldo
Luria (LB) suplementado com nutrientes necessarios. Em
algumas formas de realizacdo, o meio também contém um
agente de selecao, escolhido com base na construgao do
vetor de expressao, para permitir seletivamente o
crescimento de células procariotas contendo o vetor de
expressdo. Por exemplo, ampicilina ¢é adicionada ao meio
para o crescimento de células que expressam O gene de
resisténcia a ampicilina.

Quaisquer suplementos necessarios para além de
carbono, nitrogénio e fontes de fosfato inorgdnicas podem
também ser incluidos em concentracgdes apropriadas,
introduzidos isolados ou como uma mistura com um outro
suplemento ou meio, tal como uma fonte de nitrogénio
complexa. Opcionalmente, o meio de cultura pode conter um

ou mais agentes redutores selecionados a partir do grupo
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que consiste em glutationa, cisteina, cistamina,
tioglicolato, ditioeritritol e ditiotreitol.

As células hospedeiras procariotas sao 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 preferivelmente de cerca de 25 °C a
cerca de 37 °C, ainda mais preferivelmente a cerca de 30
°C. O pH do meio pode ser gqualquer pH variando de cerca de
5 a cerca de 9, dependendo, principalmente, do organismo
hospedeiro. Para E. coli, o pH é de preferivelmente de
cerca de 6,8 a cerca de 7,4, e mais preferivelmente cerca
de 7,0.

Se um promotor induzivel é usado no vetor de expressao
da invengédo, a expressdo proteica é induzida sob condig¢des
adequadas para a ativacadao do promotor. Num aspeto da
invencgao, promotores PhoA sdo usados para controlar a
transcricdo dos polipéptidos. Deste modo, as células
hospedeiras transformadas sao cultivadas num meio limitado
em fosfato para inducdo. Preferivelmente, o meio limitado
em fosfato € o meio CRAP (veja-se, por exemplo, Simmons et
al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147) . Uma
variedade de outros indutores pode ser utilizada de acordo
com o constructo do vetor empregue, conforme é conhecido na
técnica.

Numa forma de realizacdo, os polipéptidos expressos da
presente invencédo sao secretados no e recuperados a partir

do periplasma das células hospedeiras. A recuperacado de

proteinas tipicamente envolve 0 fracionamento do
microrganismo, geralmente por meios tais como choque
osmético, ultra-sons ou lise. Uma vez fracionadas as

células, detritos celulares ou células completas podem ser
removidos por centrifugacdo ou filtragdo. As proteinas
podem ser ainda purificadas, por exemplo, por cromatografia
de afinidade em resina. Alternativamente, as proteinas

podem ser transportadas para o meio de cultura e nele

111



EP1973950B1

isoladas. As células podem ser removidas da cultura e o
sobrenadante de cultura ser filtrado e concentrado para
posterior purificacéo das proteinas produzidas. Os
polipéptidos expressos podem ainda ser isolado e
identificado wusando métodos comummente conhecidos, tais
como eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e ensaio
Western blot.

Num aspeto da invencdo, a producdo de anticorpos €
realizada em grande quantidade por um processo de
fermentacéo. Varios procedimentos de fermentacéo
descontinua alimentada em larga escala estdo disponiveis
para a producdo de proteinas recombinantes. As fermentacgdes
a larga escala tém pelo menos 1000 litros de capacidade,
preferivelmente cerca de 1 000 a 100 000 1litros de
capacidade. Estes fermentadores usam impulsores de agitador
para distribuir oxigénio e nutrientes, especialmente
glucose (a fonte de carbono/energia preferida). A
fermentacdo a pequena escala refere-se, geralmente, a
fermentacgao num fermentador que nao tem mais de
aproximadamente 100 1litros de capacidade volumétrica, e
pode variar de cerca de 1 litro a cerca de 100 litros.

Num processo de fermentacdo, a inducdo da expresséo
proteica ¢é tipicamente iniciada depois das células terem
crescido sob condicgdes adequadas até uma densidade
desejada, por exemplo, um OD550 de cerca de 180-220, fase
na qual as células estdo na fase estaciondria inicial. Uma
variedade de indutores pode ser utilizada de acordo com o
constructo do vetor empregue, conforme ¢é conhecido na
técnica e descrito acima. As células podem crescer por
periodos mais curtos antes da indugdo. As células séo
normalmente induzidas durante cerca de 12-50 horas, embora
mais tempos de inducd&o mais longos ou mais curtos podem ser
usados.

Para melhorar o rendimento e qualidade da producao dos

polipéptidos da invengdo, varias condigdes de fermentagéo

112



EP1973950B1

podem ser modificadas. Por exemplo, para melhorar a
montagem e dobragem corretas dos polipéptidos de anticorpos
secretados, vetores adicionais sobrexpressando proteinas
chaperonas, tais como proteinas Dsb (DsbZA, DsbB, DsbC, DsbD
e ou DsbG) ou FkpA (uma peptidilprolilo cis, trans-—
isomerase com atividade de chaperona) podem ser usados para
co-transformar as células ©procariotas Thospedeiras. As
proteinas chaperonas tém demonstrado facilitar a dobragem e
solubilidade corretas de proteinas heterdlogas produzidas
em células hospedeiras bacterianas. Chen et al. (1999) J
Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente U.S. N.°
6.083.715; Georgiou et al., Patente U.S. N.° 6.027.888;
Bothmann e Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105;
Ramm e Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113;
Arie et al. (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

Para minimizar a protedlise de proteinas heterdlogas
expressas (especialmente aquelas que sao proteoliticamente
sensiveis), determinadas estirpes hospedeiras deficientes
em enzimas proteoliticas podem ser usadas para a presente
invencdo. Por exemplo, as estirpes de células hospedeiras
podem ser modificadas para efetuar uma mutacédo (des)
genética(s) nos genes que codificam proteases bacterianas
conhecidas, tais como Protease 1III, OmpT, DegP, Tsp,
Protease I, Protease Mi, Protease Vv, Protease VI e
combinacdes destas. Algumas estirpes de E. coli deficientes
em proteases estdo disponiveis e descritas em, por exemplo,
Joly et al. (1998), supra; Georgiou et al., Patente U.S.
N.° 5.264.365; Georgiou et al., Patente U.S. N.° 5.508.192;
Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2:63-72 (1996).

Numa forma de realizacgao, estirpes de E. coli
deficientes em enzimas proteoliticas e transformadas com
plasmideos sobrexpressando uma ou mais proteinas chaperonas
sdo usadas como células hospedeiras no sistema de expressédo

da invencao.
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iii. Purificag¢do de anticorpos

Métodos padrdo de purificacgdo proteica conhecidos na
técnica podem ser empregues. Os seguintes procedimentos séo
exemplificativos de procedimentos de purificacdo adequados:
fracionamento em colunas de imunocafinidade ou troca idnica,
precipitacao com etanol, HPLC de fase reversa,
cromatografia em silica ou numa resina de troca catidnica
tal como DEAE, cromatofocagem, SDS-PAGE, precipitacdo com
sulfato de aménio, e filtracdo em gel usando, por exemplo,
Sephadex G-75.

Num aspeto, Proteina A imobilizada numa fase sdlida é
usada para a purificacdao de imuncafinidade dos produtos de
anticorpo de comprimento completo da invencdo. A Proteina A
¢ uma proteina da parede celular de 41 kD de Staphylococcus
aureus que se liga com uma elevada afinidade a regido Fc de
anticorpos. Lindmark et al. (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-
13. A fase sdélida a qual a Proteina A estd imobilizada é
preferivelmente uma coluna gque compreende uma superficie de
vidro ou silica, mais preferivelmente uma coluna de vidro
de porosidade controlada ou uma coluna de acido silicico.
Em algumas aplicagdes, a coluna foi revestida com um
reagente, tal como glicerol, numa tentativa de impedir a
aderéncia nao especifica de contaminantes.

Como primeiro passo de purificacdo, a preparacgao
derivada da cultura celular conforme descrita acima, &
aplicada sobre a Proteina A imobilizada na fase sdélida para
permitir a ligacdo especifica do anticorpo de interesse a
Proteina A. A fase sdélida ¢é, em seguida, lavada para
remover 08 contaminantes ndo especificamente ligados a fase
s6lida. Finalmente, o anticorpo de interesse € recuperado
da fase sélida por eluicgao.

b. Geracdo de anticorpos usando células hospedeiras
eucariotas:

Os componentes do vetor geralmente incluem, mas nao

estdo limitados a, um ou mais dos seguintes: uma sequéncia
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sinal, uma origem de replicacéao, um ou mals genes
marcadores, um elemento potencializador, um promotor, € uma
sequéncia de terminacdo da transcricgao.

(1) Componente da sequéncia sinal

Um vetor para utilizacdo numa célula hospedeira
eucariota podem também conter uma sequéncia sinal ou outro
polipéptido com um sitio de clivagem especifico na
terminacdo N da ©proteina matura ou polipéptido de
interesse. A sequéncia sinal heterdéloga selecionada ¢é
preferivelmente uma que é reconhecida e processada (isto &,
clivada por uma peptidase sinal) pela célula hospedeira. Na
expressdo em células de mamifero, as sequéncias sinal de
mamifero bem como as lideres de secrecdo virais, por
exemplo, o sinal gD de herpes simplex, estdo disponiveis.

O ADN para tal regido precursora ¢ ligado num quadro
de leitura ao ADN que codifica o anticorpo.

(ii) Origem de replicacgédo

Geralmente, um componente da origem de replicacdo nao
€& necessdrio para vetores de expressdo em mamiferos. Por
exemplo, a origem SV40 pode ser tipicamente usada apenas
porgue contém o promotor inicial.

(1iii) Componente do gene de selecdo

Os vetores de expressdo e clonagem podem conter um gene
de selecdo, também chamado um marcador seleciondvel. Os
genes de selecdo tipicos <codificam proteinas que (a)
conferem resisténcia a antibidticos ou outras toxinas, por
exemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato ou tetraciclina,
(b) complementam deficiéncias auxotrdéficas, onde relevante,
ou (c) fornecem nutrientes criticos ndo disponiveis a partir
de meios complexos.

Um exemplo de um esquema de selecgdo utiliza um farmaco
para deter o crescimento de uma célula hospedeira. Aguelas
células que s&o transformadas com sSucesso com um gene
heterdélogo produzem uma proteina que confere resisténcia a

farmacos e assim sobrevivem ao regime de selecdo. Os
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exemplos de tal selegdo dominante usam os farmacos
neomicina, &cido micofendlico e higromicina.

Um outro exemplo de marcadores seleciondveis adequados
para células de mamifero sdo aqueles qgue possibilitam a
identificacdo de células competentes para incorporar o
4dcido nucleico do anticorpo, tais como DHFR, timidina
guinase, metalotioneina-I e -II, preferivelmente genes de
metalotioneina de primata, adenosina desaminase, ornitina
descarboxilase, etc.

Por exemplo, as células transformadas com o gene de
selecdo DHFR sao, primeiro, identificadas por cultura de
todos os transformantes num meio de cultura que contém
metotrexato (Mtx), um antagonista competitivo de DHFR. Uma
célula hospedeira apropriada aquando da utilizacdo de DHFR
de tipo selvagem € a linha de células de ovario de hamster
chinés (CHO) deficiente em atividade de DHFR (por exemplo,
CRL-9096 da ATCC).

Alternativamente, células hospedeiras (particularmente
hospedeiras de tipo selvagem dque contém DHFR enddgena)
transformadas ou co-transformadas com sequéncias de ADN que
codificam um anticorpo, proteina DHFR do tipo selvagem, e
um outro marcador seleciondvel, tal como aminoglicosideo
3'-fosfotransferase (APH), ©podem ser selecionadas por
crescimento celular em meio contendo um agente de selecao
para o marcador selecionavel, tal como um antibidtico
aminoglicosidico, por exemplo, canamicina, neomicina, ou
G418. Veja—-se a Patente U.S. N.° 4.965.199.

(iv) Componente do promotor

Os vetores de expressdo e clonagem contém normalmente
um promotor que € reconhecido pelo organismo hospedeiro e
estd operativamente ligado ao &cido nucleico do polipéptido
do anticorpo. Sequéncias de promotores sdo conhecidas para
eucariotas. Virtualmente, todos o0s genes eucaridéticos tém
uma regido rica em AT localizada aproximadamente 25 a 30

bases a montante do sitio onde a transcrigcdo €& iniciada.
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Uma outra sequéncia encontrada 70 a 80 bases a montante do
inicio da transcricdo de muitos genes é uma regido CNCAAT
onde N pode ser qualgquer nucledétido. Na extremidade 3' da
maioria dos genes eucaridticos estd uma sequéncia AATAAA
que pode ser o sinal para a adicdo da cauda poli-A a
extremidade 3' da sequéncia de codificacdo. Todas estas
sequéncias sdo adequadamente inseridas em vetores de
expressdo eucaridticos.

A transcricdo do polipéptido do anticorpo a partir de
vetores em células hospedeiras de mamifero é controlada,
por exemplo, por promotores obtidos a partir dos genomas de
virus tais como o poliomavirus, virus da variola aviar,
adenovirus (tal como Adenovirus 2), papilomavirus bovino,
virus do sarcoma aviario, citomegalovirus, um retrovirus,
virus da hepatite B e virus simio 40 (Sv40), de promotores
mamiferos heterdlogos, por exemplo, o promotor da actina ou
um promotor de imunoglobulina, de promotores de choque
térmico, desde qgque estes promotores sejam compativeis com
0s sistemas da célula hospedeira.

Os promotores de 1inicio e final do wvirus SV40 séo
convenientemente obtidos como um fragmento de restricao de
SV40 que também contém a origem de replicagdo viral de
SV40. O promotor inicial imediato do citomegalovirus humano
é convenientemente obtido como um fragmento de restricgdo E
de HindIII. Um sistema para expressar ADN em hospedeiros
mamiferos usando o papilomavirus bovino como um vetor é
divulgado na Patente U.S. N.° 4.419.446. Uma modificacéao
deste sistema ¢é descrita na Patente U.S. N.° 4.601.978.
Alternativamente, a repeticdo terminal longa do virus do
sarcoma de Rous pode ser usada como O promotor.

(v) Componente do elemento potencializador

A transcricdo de ADN codificando o polipéptido do
anticorpo desta invencdo ©por eucariotas superiores é
frequentemente aumentada inserindo uma sequéncia

potencializadora no vetor. Muitas sequéncias
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potencializadoras sao agora conhecidas de genes de
mamiferos (globina, elastase, albumina, o-fetoproteina e
insulina). Tipicamente, contudo, um utilizaréa um
potencializador de um virus de células eucaridticas. Os
exemplos incluem o potencializador do SV40 na ultima parte
da origem de replicacdo (100-270 pb), o potencializador do
promotor inicial de citomegalovirus, o potencializador de
polioma na Ultima parte da origem de replicacéo, e
potencializadores de adenovirus. Veja-se também Yaniv,
Nature 297:17-18 (1982) sobre elementos potencializadores
para ativacdo de promotores eucaridticos. O potencializador
pode ser unido no vetor numa posicdo a 5' ou 3' a sequéncia
de codificacdo do ©polipéptido do anticorpo, mas esté
preferivelmente localizado num sitio 5' do promotor.
(vi) Componente de terminacdo da transcrig¢do

Os vetores de expressao usados em células hospedeiras
eucaridticas também conteréo tipicamente sequéncias
necesséarias para a terminagcdo da transcricdo e para a
estabilizagdo do mRNA. Tais sequéncias estdo comummente
disponiveis a partir de regides nao traduzidas 5' e,
ocasionalmente, 3', de ADNs ou CcADNs eucaridéticos ou
virais. Estas regides contém segmentos de nucledtidos
transcritos como fragmentos poliadenilados na porgao nao
traduzida do mARN que codifica o anticorpo.
Um componente de terminacgdo da transcricdo util € a regiédo
de poliadenilacdo da hormona de crescimento bovina. Um
componente de terminacdo da transcricdo util € a regido de
poliadenilacdo da hormona de crescimento bovina. Veja-se o
documento WO 94/11026 e o vetor de expressdo divulgado
neste.
(vii) Eleicdo e transformacdo de células hospedeiras

As células hospedeiras adequadas para clonagem ou
expressao do ADN nos vetores incluem aqui células
eucaridticas superiores aqui descritas, incluindo células

hospedeiras de vertebrados. A propagagdo de células de
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vertebrado em cultura (cultura de tecidos) tornou-se um
procedimento de rotina. Os exemplos de linhas de células
hospedeiras mamiferas uteis sdo a 1linha CV1l de rim de
macaco transformadas por SV40 (C0OS-7, CRL 1651 na ATCC); a
linha de rim embriondrio humano (células 293 ou 293
subclonadas para crescimento em cultura em suspensao,
Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rim
de hamster bebé (BHK, CCL 10 na ATCC); células de ovario de
hamster chinés/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216 (1980)); células de Sertoli de ratinho
(TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de
rim de macaco (CV1l, CCL 70 na ATCC); células de rim de
macaco-verde africano (VERO-76, CRL-1587 na ATCC); células
de carcinoma cervical humano (HELA, CCL 2 na ATCC); células
de rim canino (MDCK, CCL 34 na ATCC); células de figado de
ratazana (BRL 3A, CRL 1442 na ATCC); células de pulmao
humano (W138, CCL 75 na ATCC); células de figado humano
(Hep G2, HB 8065); tumor mamadrio de ratinho (MMT 060562,
CCL51 na ATCC); células TRI (Mather et al., Annals N.Y.
Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4;
uma linha de hepatoma humano (Hep G2).

As células hospedeiras sdo transformadas com 0sS
vetores de expressdao ou clonagem para a produgao de
anticorpos descritos acima, e cultivadas em meios
nutritivos convencionais modificados como apropriado para
induzir promotores, selecionar transformantes, ou
amplificar os genes que codificam as seqguéncias desejadas.
(viii) Cultura das células hospedeiras

As células hospedeiras usadas para produzir um
anticorpo desta invencgao podem ser cultivadas numa
variedade de meios. Os meios comercialmente disponiveis,
tais como F10 de Ham (Sigma), Meio Essencial Minimo ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), e Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco ((DMEM), Sigma), sao adequados para a cultura das

células hospedeiras. Em adicéao, qualquer dos meios
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descritos em Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et
al., Anal. Biochem.102:255 (1980), Patentes U.S. N.o
4,.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; ou 5,122,469;
documento WO 90/03430; documento WO 87/00195; ou Patente
U.S. reeditada 30.985 pode ser usado como meio de cultura
para as células hospedeiras. Qualquer destes meios pode ser
suplementado conforme necessario com hormonas e/ou outros
fatores de crescimento (tais como insulina, transferrina,
ou fator de crescimento epidérmico), sais (tais como
cloreto de sdédio, célcio, magnésio, e fosfato), tampdes
(tais como HEPES), nucledtidos (tais como adenosina e
timidina), antibidticos (tais como o féarmaco GENTAMYCIN™),
elementos tracadores (definidos como compostos inorgénicos
normalmente presentes em concentragdes finais na gama
micromolar), e glucose ou uma fonte de energia equivalente.
Quaisquer outros suplementos necessdrios podem também ser
incluidos em concentracdes apropriadas que seriam
conhecidas pelos peritos na especialidade. As condicbes de
cultura, tais como temperatura, pH e semelhantes, séao
aquelas previamente usadas com a célula hospedeira
selecionada para expressao, e serao evidentes para o perito
na especialidade.
(ix) Purificacdo de anticorpo

Ao utilizar técnicas recombinantes, o anticorpo pode
ser produzido intracelularmente, ou diretamente secretado
para o meio. Se o anticorpo é produzido intracelularmente,
como primeira etapa, os detritos particulados, quer células
hospedeiras quer fragmentos lisados, sdo removidos, por
exemplo, por centrifugacdo ou ultrafiltracdo. Quando o
anticorpo € secretado para o meio, 0s sobrenadantes de tais
sistemas de expressao sao geralmente, primeiro,
concentrados usando um filtro de concentragdo de proteinas
comercialmente disponivel, por exemplo, uma unidade de
ultrafiltragdo Amicon ou Millipore Pellicon. Um inibidor de

proteases, tal como PMSF, pode ser incluido em qualgquer das
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etapas anteriores para inibir a protebdlise e podem ser
incluidos antibidéticos para prevenir o crescimento de
contaminantes adventicios.

A composicdo de anticorpo preparada a partir das
células pode ser purificada usando, por exemplo,
cromatografia de hidroxiapatita, eletroforese em gel,
didlise e cromatografia de afinidade, com a cromatografia
de afinidade sendo a técnica de purificagédo preferida. A
adequabilidade da Proteina A como ligando de afinidade
depende da espécie e idisotipo de qualgquer dominio Fc de
imunoglobulina que estd presente no anticorpo. A Proteina A
pode ser utilizada para purificar anticorpos que estao
baseados nas cadeias pesadas vl, v2, ou v4 humanas
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). A
Proteina G é recomendada para todos os isotipos de ratinho
e para vy3 humana (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)).
A matriz a qual o ligando de afinidade é ligado é, muito
frequentemente, agarose, mas outras matrizes estao
disponiveis. Matrizes mecanicamente estéveis, tais como
vidro de porosidade controlada ou
poli (estirenodivinil)benzeno, permitem taxas de fluxo mais
rdpidas e tempos de processamento mais curtos gque 0s que
podem ser alcancados com agarose. Quando o anticorpo
compreende um dominio CH3, a resina Bakerbond ABX™ (JT
Baker, Phillipsburg, NJ) ¢é util para purificacado. Outras
técnicas para purificacédo proteica, tais como fracionamento
numa coluna de troca idénica, precipitagdo com etanol, HPLC
de fase reversa, cromatografia em silica, cromatografia em
heparina-SEPHAROSE™, cromatografia numa resina de troca
aniénica ou catidnica (tal como uma coluna de &acido
poliaspartico), cromatofocagem, SDS-PAGE, e precipitacéo
com sulfato de aménio, estido também disponiveis dependendo
do anticorpo a ser recuperado.

Na sequéncia de qualquer etapa(s) de purificacéo

preliminar(es), a mistura compreendendo o anticorpo de
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interesse e contaminantes pode ser submetida a
cromatografia de interacdo hidrofdébica a pH baixo usando um
tampao de eluicdo a um pH entre cerca de 2,5-4,5,
preferivelmente realizada a Dbaixas concentracgdes de sal

(por exemplo, de cerca de 0-0,25 M de sal).

Imunoconjugados
A invencao também proporciona imunoconjugados
(indiferentemente denominados "conjugados anticorpo-

farmaco" ou "ADC"), gue compreendem qualquer dos anticorpos
anti-0X40L aqui descrito conjugados com um agente
citotdéxico tal como um agente quimioterapéutico, um
fadrmaco, um agente de inibicdo do crescimento, uma toxina

(por exemplo, uma toxina enzimaticamente ativa de origem

bacteriana, fungica, vegetal ou animal, ou fragmentos
desta), ou um isdtopo radioativo (isto é, um
radioconjugado) .

A utilizacdo de conjugados anticorpo-farmaco para a
administracdo local de agentes citotdxicos ou citostéaticos,
isto é, féarmacos que matam ou inibem as células tumorais no
tratamento de cancro (Syrigos e Epenetos (1999) Anticancer
Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz e Springer (1997) Adv.
Drg Del. Rev. 26:151-172; Patente U.S. 4.975.278) permite a
administragdo direcionada da fragdo de farmaco a tumores, e
acumulacgao intracelular nestes, onde a administracao
sistémica destes agentes de farmacos nao conjugados pode
resultar em niveils inaceitdveis de toxicidade para as
células normais, bem como para as células tumorais que se
pretendem eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet pp (15 de
margo de 1986) :603-05; Thorpe, (1985) "Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review," em
Monoclonal Antibodies "84: Biclogical And Clinical
Applications, A. Pinchera et al. (ed.s), pag. 475-506).
Eficdcia méaxima com toxicidade minima €, deste modo,
pretendida. Tanto os anticorpos ©policlonais como ©s

anticorpos monoclonais tém sido reportados como uteis
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nestas estratégias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol.
Immunother., 21:183-87). Os farmacos utilizados nestes
métodos incluem daunomicina, doxorrubicina, metotrexato e
vindesina (Rowland et al., (1986) supra). As toxinas usadas
em conjugados anticorpo-toxina incluem toxinas bacterianas,
tais como a toxina da difteria, toxinas vegetais, tal como
ricina, toxinas de moléculas pequenas, tais como
geldanamicina (Mandler et al. (2000) Jour. Do Nat. Cancer
Inst. 92(19):1573-1581; Mandler et al. (2000) Bioorganic &
Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al. (2002)
Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansindides (documento
EP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:8618-8623), e caliqueamicina (Lode et al. (1998) Cancer
Res. 58:2928; Hinman et al. (1993) Cancer Res. 53; 3336-
3342.) As toxinas podem efetuar os seus efeitos citotédxicos
e citostdticos por mecanismos incluindo ligagdo a tubulina,
ligagcdo a ADN ou inibigcdo de topoisomerases. Alguns
farmacos citotdéxicos tendem a ser inativos ou menos ativos
quando conjugados com anticorpos grandes ou ligandos de
recetores proteicos.

ZEVALIN® (tiuxetano de ibritumomab, Biogen/Idec) é um
conjugado anticorpo-radioisdétopo composto por um anticorpo
monoclonal IgGl kapa de murino dirigido contra o antigénio
CD20 encontrado na superficie de 1linfdécitos B normais e

111

malignos e radioisdétopo In ou Y ligado por um gquelante

do linker de tioureia (Wiseman et al. (2000) Eur Jour.
Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman et al. (2002) Blood
99(12) :4336-42; Witzig et al. (2002) J. Clin. Oncol.
20(10) :2453-63; Witzig et al. (2002) J. Clin. Oncol.

20(15) :3262-69). Embora ZEVALIN tenha atividade contra
linfoma né&do Hodgkin (NHL) de células B, a administracéo
resulta em citopenias graves e prolongadas na maioria dos
pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth
Pharmaceuticals), um conjugado de anticorpo e farmaco

composto por um anticorpo huCD33 ligado a caliqueamicina,
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foi aprovado em 2000 para o tratamento de leucemia mieldide
aguda por injecadao (Drugs of the Future (2000) 25(7 ):686;
Patente U.S. N.° s 4970198; 5079233; 5585089; 5606040;
5693762; 5739116; 5767285; 5773001). Cantuzumab mertansina
(Immunogen, Inc.), um conjugado de anticorpo e farmaco
composto por anticorpo huC242 ligado através do linker de
dissulfureto SPP a fracdo de fadrmaco maitansindide, DMI1,
estd a progredir para ensaios de Fase II para o tratamento
de cancros que expressam CanAg, tal como do <cdlon,
pancreatico, gadstrico e outros. MLN-2704 (Millennium
Pharm., BZL Biologics, Immunogen 1Inc.), um conjugado de
anticorpo e farmaco composto pelo anticorpo monoclonal
anti-antigénio de membrana especifico da prdéstata (PSMA)
ligado a fracdo de fadrmaco maitansinéide, DM1l, estd sob
desenvolvimento para o tratamento potencial de tumores
protaticos. Os péptidos de auristatina, auristatina E (AE)
e monometilauristatina (MMAE) , andlogos sintéticos de
dolastatina, foram conjugados com anticorpos monoclonais
quiméricos cBR96 (especifico para Lewis Y em carcinomas) e
CAC10 (especifico para CD30 em malignidades hematoldgicas)
(Doronina et al. (2003) Nature Biotechnology, 21(7):778-
784) e estdao sob desenvolvimento terapéutico.

Os agentes quimioterapéuticos uUteis na geracgdo de
imunoconjugados sao aqui descritos (por exemplo, acima). As
toxinas enzimaticamente ativas e fragmentos destas que
podem ser usados incluem cadeia de A da diftérica,
fragmentos ativos nédo ligantes da toxina diftérica, 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
diantinas, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, e
PAPS), inibidor de Momordica charantia, curcina, crotina,
inibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina e o0s tricotecenos.

Veja-se, por exemplo, o documento WO 93/21232 publicado a
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28 de outubro de 1993. Uma variedade de radionuclideos esté
disponivel para a producgdo de anticorpos radioconjugados.
Os exemplos incluem 212Bi, 131I, 131In, 90Y, e ®Re. O0s
conjugados do anticorpo de agente citotdxico s&o obtido

usando uma variedade de agentes de acoplamento de proteinas

bifuncionais, tais como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP) , iminotiolano (IT),
derivados Dbifuncionais de imidoésteres (tais como HC1l de
dimetiladipimidato), ésteres ativos (tais como
disuccinimidilsuberato), aldeidos (tais como

glutaraldeido), compostos de bis-azido (tais como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis—-diazdénio
(tais como bis-(p-diazdénio-benzoil)-etilenodiamina),
diisocianatos (tais como 2,6-diisocianato de tolueno), e
compostos de fluor bis—-ativos (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Por exemplo, a imunotoxina ricina pode ser
preparada como descrito em Vitetta et al., Science, 238:
1098 (1987). Acido 1l-isotiocianatobenzil-3-metildietileno
triaminopentacético (MX-DTPA) marcado com carbono 14 é um
agente quelante exemplificativo para a conjugacgao de
radionuclideos com o anticorpo. Veja-se o documento WO
94/11026.

Os conjugados de um anticorpo com uma ou mais toxinas
de moléculas pequenas, tais como uma caliqueamicina,
maitansindides, dolastatinas, aurostatins, um tricoteceno,
e CCl1065, e os derivados destas toxinas que tém atividade
téxica, estdo também aqui contemplados.

i. Maitansina e maitansindides

Em algumas formas de realizacdao, o imunoconjugado
compreende um anticorpo (de comprimento completo ou
fragmentos) da invengdo conjugado com uma ou mais moléculas
de maitansindides.

Os maitansindéides sdo inibidores mitdéticos que atuam
inibindo a polimerizacgdo da tubulina. A maitansina foil

primeiramente isolada a partir do arbusto do este africano
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Maytenus serrata (Patente U.S. N.° 3.896.111) .
Subsequentemente, descobriu-se que determinados micrdbios
também produzem maitansindéides, tal como maitansinol e
ésteres de maitansinol de C-3 (Patente U.S. N.° 4.151.042).
Maitansinol sintético e derivados e andlogos deste séo
divulgados, por exemplo, nas Patentes U.S. N.”® 4.137.230;
4.248.870; 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757;
4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.9%4¢6;
4.315.929; 4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650;
4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; e 4.371.533.

Fracbes de farmacos maitansindides sdo fragdes de
fadrmacos atrativas em conjugados de anticorpo e farmaco
porque sao: (i) relativamente acessiveis para preparar por
fermentacdo ou modificacdo qguimica, a derivatizacdo de
produtos de fermentacdo, (ii) passiveis de derivatizacéo
com grupos funcionais adequados para conjugacdo através dos
linkers nao-dissulfuretos a anticorpos, (iii) estédveis no
plasma, e (iv) eficazes contra uma variedade de linhas
celulares tumorais.

Os imunoconjugados contendo maitansindides, métodos de
obter 0s mesmos, e sua utilizacao terapéutica sao
divulgados, por exemplo, nas Patentes U.S. N.° 5.208.020,
5.416.064 e Patente Europeia EP 0 425 235 Bl. Liu et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 93:8618-8623 (1996) descreveram
imunoconijugados compreendendo maitansindide designado DM 1
ligado ao anticorpo monoclonal C242 dirigido contra cancro
colorretal humano. O conjugado verificou-se ser altamente
citotdxico para células do cancro do cdlon cultivadas e
mostrou atividade anti-tumoral num ensaio de crescimento
tumoral in vivo. Chari et al., Cancer Research. 52:127-131
(1992) descrevem imunoconjugados nos quals um maitansindide
foi conjugado através de um liker de dissulfureto ao
anticorpo murino A7 gque se liga a um antigénio nas linhas
celulares de cancro do cdélon humano, ou a outro anticorpo

monoclonal murino TA.l1 gque se liga ao oncogene HER-2/neu. A
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citotoxicidade do conjugado TA.l-maitansindide foi testada
in vitro na linha celular de cancro da mama humano SK-BR-3,
a qual expressa 3 x 10° antigénios de superficie HER-2 por
células. O conjugado de féarmaco alcancou um grau de
citotoxicidade semelhante a do farmaco maitansindide livre,
a qual poderia ser aumentada através do aumento do numero
de moléculas de maitansindéides por molécula de anticorpo. O
conjugado A7-maitansindéide mostrou baixa citotoxicidade
sistémica em ratinhos.

Os conjugados anticorpo-maitansindéide sdo preparados
através da ligacdo quimica de um anticorpo a uma molécula
de maitansindide sem diminuir significativamente a
atividade bioldégica quer do anticorpo quer da molécula de
maitansindide. Veja-se, por exemplo, a Patente U.S. N.°
5.208.020. Uma média de 3-4 moléculas de maitansindide
conjugadas por molécula de anticorpo tem mostrado eficécia
em potenciar a citotoxicidade de células alvo sem afetar
negativamente a funcdo ou solubilidade do anticorpo, embora
fosse de esperar que até mesmo uma molécula de
toxina/anticorpo potenciasse a citotoxicidade através da
utilizagdo de um anticorpo nu. Os maitansindides sé&o bem
conhecidos na técnica e podem ser sintetizados por técnicas
conhecidas ou i1isolados a partir de fontes naturais. Os
maitansindéides adequados sé&o divulgados, por exemplo, na
Patente U.S. N.° 5.208.020 e noutras patentes e publicacdes
de nao patentes aqui acima referidas. Os maitansindides
preferidos sdo maitansinol e andlogos de maitansinol
modificados no anel aromdtico ou noutras posigdes da
molécula de maitansinol, tais como varios ésteres de
maitansinol.

Existem muitos grupos de ligacd&o conhecidos na técnica
para fazer conjugados anticorpo-maitansindide, incluindo,
por exemplo, aqueles divulgados na Patente U.S. N.°
5.208.020 ou na Patente EP 0 425 235 Bl1l, Chari et al.,
Céncer Research 52:127-131 (1992), e Pedido de Patente U.S.
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N.° 10/960.602, depositado em 8 de outubro de 2004. Os
conjugados anticorpo-maitansindide compreendendo o
componente do linker de SMCC podem ser preparados como
divulgado no Pedido de Patente U.S. N.° 10/960.602,
depositado em 8 de outubro de 2004. Os grupos de ligacao
incluem grupos dissulfureto, grupos tioéter, grupos lébeis
de 4&cido, grupos fotolédbeis, grupos ladbeis de peptidases,
ou grupos l&abeis de esterases, como divulgado nas patentes
acima identificadas, sendo os grupos dissulfureto e tioéter
os preferidos. Os grupos de ligacdo adicionais séo
descritos e exemplificados aqui.

Os conjugados de anticorpo e maitansindéide podem ser
obtidos usando uma variedade de agentes de acoplamento de
proteinas bifuncionais, tais como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP), succinimidil—-4- (N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilate (SMCC) ,
iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de imidoésteres
(tais como HCl de dimetiladipimidato), ésteres ativos (tais
como disuccinimidilsuberato), aldeidos (tais como
glutaraldeido), compostos de bis-azido (tais como bis(p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis—-diazdénio
(tais como bis-(p-diazdéniobenzoil)-etilenodiamina),
diisocianatos (tais como 2,6-diisocianato de tolueno), e
compostos de fluor bis—-ativos (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Os agentes de acoplamento particularmente
preferidos incluem N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionato (SPDP) (Carlsson et al., Biochem.
J. 173:723-737 (1978)) e N-succinimidil-4-(2-
piridiltio)pentancato (SPP) para proporcionar uma ligacéao
dissulfureto.

O linker pode ser ligado a molécula de maitansindide
em varias posigdes, dependendo do tipo de linker. Por
exemplo, uma ligacdo éster pode ser formada por reagdo com
um grupo hidroxilo usando técnicas de acoplamento

convencionais. A reacao pode ocorrer na posicdo C-3 que tem
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um grupo hidroxilo, na posigdo C-14 modificada com
hidroximetilo, na posicdao C-15 modificada com um grupo
hidroxilo, e na posicdo C-20 gque tem um grupo hidroxilo.
Numa forma de realizacdo preferida, a ligacdo é formada na
posicdo C-3 de maitansinol ou de um andlogo de maitansinol.
ii. Auristatinas e dolastatinas

Em algumas formas de realizacdo, o 1munoconjugado
compreende um anticorpo da invencéao conjugado com
dolastatinas ou anadlogos ©peptidicos de dolostatina e
derivados, as auristatinas (Patentes U.S. N.° 5635483;
5780588) . Dolastatinas e auristatinas mostraram interferir
com as dindmicas de microtubulos, hidrdélise de GTP, e
divisdo nuclear e celular (Woyke et al. (2001) Antimicrob.
Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) e tém atividade
anti-cancerigena (documento U.S. 5663149) e anti-fungica
(Pettit et al. (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42;
2961-2965.) A fracdo de farmaco de dolastatina ou
auristatina pode ser ligada ao anticorpo através da
terminacdo N (amino) ou da terminagdo C (carboxilo) da
fracdo de farmaco peptidica (documento WO 02/088172).

Formas de realizagdao de auristatina exemplificativas
incluem as fracgdes de farmaco de monometilauristatina DE e
DF ligadas a terminagdo N, divulgadas em "Monomethylvaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands", documento
U.S. N.° de Série 10/983.340, depositada em 5 de novembro
de 2004.

Tipicamente, as fragdes de farmacos Dbaseadas em
péptidos podem ser preparadas por formacdo de uma ligacéo
peptidica entre dois ou mais aminodcidos e/ou fragmentos
peptidicos. Tais ligacgdes peptidicas podem ser preparadas,
por exemplo, de acordo com o método de sintese em fase
ligquida (veja-se E. Schrdéder e K. Libke, "The Peptides",
volume 1, péag. 76-136, 1965, Academic Press) que ¢é bem
conhecido na o campo da quimica de péptidos. As fracgdes de

fadrmacos de auristatina/dolastatina podem ser preparadas de
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acordo como os métodos de: documento U.S. 5635483;
documento U.S. 5780588; Pettit et al. (1989) J. Am. Chem.
Soc. 111:5463-5465; Pettit et al. (1998) Anti-Cancer Drug
Design 13:243-277; Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996,
719-725; e Pettit et al. (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans.
1 5:859-863. Veja-se também Doronina (2003) Nat Biotechnol
21(7):778-784; "Monomethylvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands", docuemnto U.S. N.° de Série
10/983.340, depositado em 5 de novembro de 2004,
(divulgando, por exemplo, linkers e métodos de preparacéo
de compostos de monometilvalina tais como MMAE e MMAF
conjugadas a linkers).
iii. Caligqueamicina

Noutras formas de realizacgao, o) imunoconjugado
compreende um anticorpo da invencdo conjugado com uma ou
mais moléculas de caligqueamicina. A familia de antibidticos
das caliqueamicinas ¢ capaz de produzir guebras no ADN de
cadeia dupla a concentracdes sub-picomolares. Para a
preparagao de conjugados da familia das caliqueamicinas,
veja-se as Patentes U.S. N.° 5.712.374, 5.714.586,
5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001,
5.877.296 (todos de American Cyanamid Company). Andlogos
estruturais de caliqueamicina gque podem ser usados incluem,
mas nao estdo limitados a, yf, af, afy N—acetil—yf, PSAG e
6’7, (Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993),
Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928 (1998) e as
patentes U.S. anteriormente mencionadas de American
Cyanamid) . Um outro farmaco anti-tumoral com que o©
anticorpo pode ser conjugado é QFA, que é um antifolato.
Tanto a caligueamicina como o QFA tém sitios de acao
intracelulares e nédo atravessam facilmente a membrana
plasmatica. Deste modo, a captacdo celular destes agentes
através de internalizagdo mediada por anticorpo potencia

grandemente os seus efeitos citotdxicos.
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iv. Outros agentes citotdxicos

Outros agentes anti-tumorais gque podem ser conjugados
com 0s anticorpos da invencao incluem BCNU,
estreptozoicina, vincristina e 5-fluorouracilo, a familia
de agentes conhecidos coletivamente por complexo LL-E33288
descrita nas Patentes U.S. 5.053.394, 5.770.710, bem como
esperamicinas (Patente U.S. 5.877.296 ).

As toxinas enzimaticamente ativas e fragmentos destas
que podem ser usados incluem cadeia de A da diftérica,
fragmentos ativos né&o ligantes da toxina diftérica, 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
diantinas, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, e
PAPS), inibidor de Momordica charantia, curcina, crotina,
inibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina e 08 tricotecenos.
Veja-se, por exemplo, o documento WO 93/21232 publicado a
28 de outubro de 1993.

A presente invengdo contempla ainda um imunoconjugado
formado entre um anticorpo e um composto com atividade
nucleolitica (por exemplo, uma ribonuclease ou uma ADN
endonuclease, tal como uma desoxirribonuclease; DNase).

Para a destruicdo seletiva do tumor, o anticorpo pode
compreender um adtomo altamente radiocativo. Uma variedade de
isétopos radioativos estdo disponiveis para a producdo de

anticorpos radioconjugados. 0Os exemplos incluem at?tt, 1t

1125, YQO, Rel86, Rel88, Sm153, Bi212, P32, PbZlZ e iSétOpOS

14

radicativos de Lu. Quando o conjugado & usado para detecgdo,
este pode compreender um atomo radioativo para estudos de
cintilografia, por exemplo, tc’™ ou I'*?, ou um marcador de
spin para ressonédncia magnética nuclear (NMR) (também
conhecida como imagem por ressonadncia magnética, IRM), tal
como novamente iodo-123, iodo-131, indio-111, fluor-19,

carbono-13, azoto-15, oxigénio-17, gadolinio, manganés ou
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ferro.

Os radiomarcadores ou outros podem ser incorporados no
conjugado de formas conhecidas. Por exemplo, o péptido pode
ser biossintetizado ou pode ser sintetizado por sintese
guimica de aminodcidos usando precursores de aminoacidos
adequados envolvendo, por exemplo, fluor-19 em vez de

m 123 186 188

hidrogénio. Marcadores tais como tc”™™ ou I'*?, Re'”®, Re e

In''" podem ser ligados através de um residuo de cisteina no
péptido. Itrio-90 pode ser ligado através de um residuo de
lisina. O método de Iodogen (Fraker et al. (1978) Biochem.
Biophis. Res. Commun. 80: 49-57) pode ser utilizado para
incorporar iodo-123. "Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy" (Chatal, CRC Press 1989) descreve
outros métodos em detalhe.

Os conjugados de anticorpo e agente citotdéxico podem
ser obtidos usando uma variedade de agentes de acoplamento
de proteinas bifuncionais, tais como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP) , succinimidil—-4- (N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilate (SMCC) ,
iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de imidoésteres
(tais como HCl de dimetiladipimidato), ésteres ativos (tais
como disuccinimidilsuberato), aldeidos (tais Ccomo
glutaraldeido), compostos de bis-azido (tais como bis(p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis—-diazdénio
(tais Ccomo bis- (p-diazdéniobenzoil)-etilenodiamina),
diisocianatos (tais como 2,6-diisocianato de tolueno), e
compostos de fluor bis—-ativos (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Por exemplo, a imunotoxina ricina pode ser
preparada como descrito em Vitetta et al., Science 238:1098
(1987) . Acido l-isotiocianatobenzil-3-metildietileno
triaminopentacético (MX-DTPA) marcado com carbono 14 é um
agente quelante exemplificativo para a conjugacgao de
radionuclideos com o anticorpo. Veja-se o documento WO
94/11026. O 1linker pode ser um "linker clivavel" que

facilita a libertacdo do farmaco citotdxico na célula. Por
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exemplo, um linker 14bil de &cido, 1linker sensivel a
peptidase, 1linker fotolédbil, 1linker dimetilico ou linker
contendo dissulfureto (Chari et al., Cancer Research
52:127-131 (1992); Patente U.S. N.° 5.208.020) pode ser
usado.

Os compostos da invencado contemplam expressamente, mas
ndo estdo limitados a, ADC preparado com reagentes de
ligacao cruzada: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS,
MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-
GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAR, sulfo-SMCC, e
sulfo-SMPB, e SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfono)benzoato)
que estdo comercialmente disponiveis (por exemplo, em
Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., E.U.A). Veja-se
as painas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and
Catalog.

v. Preparacdo de conjugados de anticorpo e féarmaco

Nos conjugados de anticorpor e farmaco (ADC) da
invengcdo, um anticorpo (Ab) ¢é conjugado com uma ou mais
fragdbes de féarmaco (D), por exemplo, cerca de 1 a cerca de
20 fracgdes de fadrmaco por anticorpo, por meio de um linker
(L). O ADC de Férmula I pode ser preparado por varias vias,
empregando reagdes de quimica orgénica, condicbes e
reagentes conhecidos para aqueles peritos na especialidade,
incluindo: (1) reacdo de um grupo nucleofilico de um
anticorpo com um reagente de linker bivalente, para formar
Ab-1, através de uma ligagdo covalente, seguida por reacéo
com uma fracdo de farmaco D; e (2) reagcdo de um grupo
nucleofilico de uma fracdo de farmaco com um reagente de
linker bivalente, para formar D-L, através de uma ligacao
covalente, seguida por reacgdo com o grupo nucleofilico de
um anticorpo. Métodos adicionais para preparar o ADC séo
aqui descritos.

Ab-(L-D), I
O linker pode ser composto por um ou mais componentes

do linker. Os componentes do linker exemplificativos
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incluem 6-maleimidocaproilo ("Mmc"), maleimidopropanoilo
("MP"), wvalina-citrulina ("val-cit"), alanina-fenilalanina
("ala-phe™), p—aminobenziloxicarbonilo ("PAB"), 4— (2-
piridiltio)pentanocato de N-succinimidilo ("SPP"), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1 carboxilato de N-succinimidilo
("SMCC"), e (4-iodo—-acetil)aminobenzoato de N-succinimidilo
("SIAB"). Componentes adicionais do linker sao bem
conhecidos na técnica e alguns sdo aqui descritos. Veja-se
também "Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation
to Ligands", documento U.S. N.° de Série 10/983.340,
depositado em 5 de novembro de 2004.

Em algumas formas de realizacado, o linker compreende
residuos de aminodcidos. Componentes amindcidos do linker
exemplificativos incluem um dipéptido, um tripéptido, um
tetrapéptido ou um pentapéptido. Os dipéptidos
exemplificativos incluem: valina-citrulina (vc ou val-cit),
alanina-fenilalanina (af ou ala-phe). Os tripéptidos
exemplificativos incluem: glicina-valina-citrulina (gly-
val-cit) e glicina-glicina-glicina (gly-gly—-gly). Os
residuos de aminodcidos que compreendem um componente
aminoacido do linker incluem aqueles que ocorrem
naturalmente, bem como aminodcidos menores e andlogos de
aminoacido que nao ocorrem naturalmente, tais como
citrulina. Os componentes aminoadcidos do linker podem ser
concebidos e otimizados na sua seletividade para clivagem
enzimdtica por enzimas particulares, por exemplo, uma
protease associada a tumor, catepsina B, C e D, ou uma
plasmina protease.

Os grupos nucledfilos em anticorpos incluem, mas nao
estdo limitados a: (i) grupos amina N-terminais, (i1)
grupos amina de cadeia lateral, por exemplo, lisina, (iii)
grupos tiol de cadeia lateral, por exemplo, cisteina, e
(iv) grupos hidroxilo com agucar ou amino, onde o anticorpo
¢ glicosilado. Os grupos amina, tiol e hidroxilo séao

nucleofilicos e capazes de reagir para formar ligacdes
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covalentes com grupos eletrofilicos em fracdes de linker e
reagentes de linker incluindo: (i) ésteres ativos tais como
ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformatos, e
halogenetos &cidos; (ii) halogenetos de alquilo e benzilo,
tais como haloacetamidas; (iii) aldeidos, cetonas, grupos
carboxilo e maleimida. Determinados anticorpos tém
dissulfuretos intercadeias redutiveis, isto &, pontes de
cisteina. Os anticorpos podem ser obtidos reativos para a
conjugagao com reagentes de linker por tratamento com um
agente de reducgao, tal como DTT (ditiotreitol). Cada ponte
de cisteina formard, entdo, teoricamente, dois nucledfilos
tiol reativos. Grupos nucleofilicos adicionais podem ser
introduzidos em anticorpos através da reacdo de lisinas com
2-iminotiolano (reagente de Traut) resultando na conversao
de uma amina num tiol. Grupos tiol reativos podem ser
introduzidos no anticorpo (ou fragmento deste) por
introducédo de um, dois, trés, quatro, ou mais residuos de
cisteina (por exemplo, preparando anticorpos mutantes que
compreendem um ou mais residuos do aminodcido cisteina néo
nativo).

Os conjugados de anticorpo e fdrmaco da invencdo podem
também ser produzidos por modificagdo do anticorpo para
introduzir fragdes eletrofilicas, que podem reagir com
substituintes nucleofilicos no reagente de linker ou
farmaco. Os acgucares de anticorpos glicosilados podem ser
oxidados, por exemplo, com reagentes de oxidagao de
periodato, para formar grupos aldeido ou cetona gque podem
reagir com o grupo amina de reagentes de linker ou fracgdes
de farmaco. Os grupos base de Schiff de imina resultantes
podem formar uma ligacdo estavel, ou podem ser reduzidos,
por exemplo, por reagentes de Dboroidreto para formar
ligagbes de amina estaveis. Numa forma de realizagdo, a
reacao da porcao de carboidrato de um anticorpo glicosilado
gquer com galactose oxidase quer com meta-periodato de sdédio

pode produzir grupos carbonilo (aldeido e cetona) na
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proteina que podem reagir com grupos apropriados no farmaco
(Hermanson, Bioconjugate Techniques). Numa outra forma de
realizacéao, proteinas contendo residuos de serina ou
treonina N-terminais podem reagir com meta-periodato de
sédio, resultando na producdo de um aldeido no lugar do
primeiro aminodcido (Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate
Chem. 3:138-146; US 5362852). Tal aldeido pode reagir com a
fracdo do féarmaco ou nucledéfilo do linker.

Da mesma forma, os grupos nucleofilicos numa fracdo do
fadrmaco incluem, mas n&o estdo limitados a: grupos amina,
tiol, hidroxilo, hidrazida, oxima, hidrazina,
tiosemicarbazona, carboxilato de hidrazina e arilhidrazida
capazes de reagir para formar ligacgdes covalentes com o0s
grupos eletrofilicos nas fragdes do linker ou reagentes do
linker incluindo: (i) ésteres ativos tais como ésteres de
NHS, ésteres de HOBt, haloformatos, e halogenetos &cidos;
(1ii) halogenetos de alguilo e benzilo, tais como
haloacetamidas; (iii) aldeidos, cetonas, grupos carboxilo e
maleimida.

Alternativamente, uma proteina de fusdo compreendendo
o anticorpo e agente citotdxico podem ser obtida, por
exemplo, por meio de técnicas recombinantes ou sintese
peptidica. O comprimento do ADN pode compreender as
respetivas regides de codificacdao das duas porgdes do
conjugado, gquer adjacentes uma a outra quer separadas por
uma regido que codifica um péptido do linker gque néo
destrdéi as propriedades desejadas do conjugado.

Ainda numa outra forma de realizacdo, o anticorpo pode
ser conjugado com um "recetor" (tal como estreptavidina)
para utilizacdo num tratamento pré-dirigido ao tumor em que
o conjugado anticorpo-recetor € administrado ao paciente,
seguindo-se a remocao de conjugado nado ligado da circulacéao
utilizando um agente de limpeza e, em seguida, a
administracdo de um "ligando" (por exemplo, avidina) dque

estd conjugado com um agente citotdxico (por exemplo, um
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radionucledétido) .
Formulag¢des farmacéuticas

Formulagdes terapéuticas compreendendo um anticorpo da
invencédo sdo preparadas para armazenamento, misturando o
anticorpo que tem o grau desejado de pureza com veiculos,
excipientes ou estabilizantes opcionais fisiologicamente
aceitdveis (Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
208 edicéao (2000)), na forma de solucgdes aquosas,
liofilizados ou outras formulacgdes secas. Veiculos,
excipientes, ou estabilizantes aceitdveis sdo ndo toéxicos
para os recetores nas dosagens e concentracdes empregues, e
incluem tampdes tal como fosfato, citrato, histidina e
outros 4&cidos orgénicos; antioxidantes incluindo &acido
ascoérbico e metionina; conservantes (tais como cloreto de
octadecildimetilbenzilaménio; cloreto de hexametdénio;
cloreto de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio; fenol, butilo
ou &lcool benzilico; alguilparabenos tais como metil ou
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; e m-cresol); polipéptidos de baixa massa molecular
(menos de cerca de 10 residuos); proteinas, tais como
albumina sérica, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tais como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, ou lisina; monossacdridos, dissacdridos, e outros
carboidratos incluindo glucose, manose, ou dextrinas;
agentes quelantes tais como EDTA; acucares tais como
sacarose, manitol, trehalose ou sorbitol; contra-ides
formadores de sais tais como sddio; complexos metdlicos (por
exemplo, complexos Zn-proteina); e/ou tensioativos néo
iénicos tais como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietilenoglicol
(PEG) .

A formulacdo no presente documento pode também conter
mais do que um composto ativo conforme necessdrio para a
indicac¢é&o particular a ser tratada, preferivelmente adqueles

com atividades complementares que nao se afetam

137



EP1973950B1

adversamente uns aos outros. Tais moléculas estéo
adequadamente presentes em combinacdo em gquantidades que
sdo eficazes para o propdsito pretendido.

Os principios ativos podem também ser aprisionados em
microcdpsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de
coacervacado ou por polimerizacdo interfacial, por exemplo,
microcipsula de hidroximetilcelulose ou gelatina e
microcdpsula de poli(metilmetacilato), respetivamente, em
sistemas de administragdo de farmacos coloidais (por
exemplo, lipossomas, microesferas de albumina,
microemulsdes, nano-particulas e nano-capsulas) ou em
macroemulsdes. Tails técnicas sé&o divulgadas em Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 2023 edicdo (2000).

As formulacbes a serem usadas para administracéo in
vivo devem ser estéreis. Isto €& facilmente conseguido por
filtracdo através de membranas de filtracdo estéreis.

Preparacdes de libertacéo sustentada podem ser
preparadas. Os exemplos adequados de preparacdes de
libertag¢do sustentada incluem matrizes semi-permedveis de
polimeros hidrofdébicos sdélidos contendo a imunoglobulina da
invencdo, matrizes as quais estdo na forma de artigos
moldados, por exemplo, peliculas, ou microcdpsula. Exemplos
de matrizes de libertacdo sustentada incluem poliésteres,
hidrogéis (por exemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou
poli(dlcool wvinilico)), polidcido 1léctico (Patente N.°
3.773.919), copolimeros de &cido L-glutémico e vy-etil-L-
glutamato, etileno vinilo acetato nao degradavel,
copolimeros degraddveis de 4&acido glicdlico-a&cido 1lactico
tais como o LUPRON DEPOT™ (microesferas injetéaveis
compostas por copolimero de &cido lactico-&cido glicdlico e
acetato de leuprolida), e acido poli-D—-(-)-3-
hidroxibutirico. Engquanto polimeros tais como etileno
vinilo acetato e acido léctico-dcido glicdlico possibilitam
a libertacdo de moléculas durante mais de 100 dias,

determinados hidrogéis libertam proteinas durante periodos
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de tempo mais curtos. Quando 1imunoglobulinas encapsuladas
permanecem no corpo durante muito tempo, estas podem
desnaturar ou agregar—-se como resultado de exposicdo a
humidade a 37 °C, resultando numa perda de atividade
biolégica e possiveis alteragdes na imunogenicidade.
Estratégias racionais podem ser concebidas para a
estabilizacdo dependendo do mecanismo envolvido. Por
exemplo, se o mecanismo de agregacdo ¢ descoberto ser
intermolecular por formacdo de 1ligagdes S-S através da
troca tio-dissulfureto, a estabilizacdo pode ser alcancada
por modificacdo de residuos de sulfidrilo, liofilizacdo de
solugdes éacidas, controlo do teor de humidade, utilizacéao
de aditivos apropriados, e desenvolvimento de composicgdes
de matriz polimérica especificas.

Utilizagdes

Um anticorpo da presente invengdo pode ser usado em,
por exemplo, métodos terapéuticos in vitro, ex vivo e 1in
vivo. Num aspeto, a invencdo proporciona métodos para
o tratamento ou prevencdo de um tumor, um cancro, e/ou
disturbio proliferativo celular associados a expressédo e/ou
atividade aumentadas de EphB4, os métodos compreendendo
administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-
EphB4 a um sujeito em necessidade de tal tratamento.

Num aspeto, a invencdo proporciona métodos para
reduzir, inibir ou prevenir o crescimento de um tumor ou
cancro, os métodos compreendendo administrar uma gquantidade
eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um sujeito em
necessidade de tal tratamento.

A EphB4 tem sido implicada na orientacgdo motora axonal
e migracdo de células de crista neural no embrido em
desenvolvimento. Deste modo, o0s anticorpos da invencgéao
também sdo Uteis no tratamento (incluindo a prevengdo) de
distdarbios, a patologia dos quais envolve a degeneracgdo ou
disfuncdo celular, tal como tratamento de varios (crdénicos)

disturbios neurodegenerativos e lesbes de células nervosas
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agudas. Tais disturbios neurodegenerativos incluem, sem
limitacd&o, neuropatias periféricas; disturbios do neurdnio
motor, tais como esclerosa lateral amiotrdfica (ALS, doenga
de Lou Gehrig), paralisia de Bell, e varias condicdes
envolvendo atrofia ou pardlise muscular espinal; e outras
doencas neurodegenerativas humanas, tais como doenca de
Alzheimer, doengca de Parkinson, epilepsia, esclerose
multipla, coreia de Huntington, sindrome de Down, surdez
nervosa, e doenca de Meniere, e lesdes das células nervosas
agudas, por exemplo, devido a trauma ou lesdao da medula
espinal.

Os anticorpos da invencdo sao também uteis para a
inibicdo da angiogénese. Em algumas formas de realizagdo, ©
local da angiogénese €& um tumor oOu cancro.

Num aspeto, a invencdo proporciona métodos para a
inibigcdo da angiogénese que compreendem administrar uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um sujeito
em necessidade de tal tratamento.

Num aspeto, a invengdo proporciona métodos para o
tratamento de uma condicéo patoldgica associada a
angiogénese que compreendem administrar uma quantidade
eficaz de um anticorpo anti-EphB4 a um sujeito em
necessidade de tal tratamento. Em algumas formas de
realizacgdo, a condicdo patoldgica associada a angiogénese é
um tumor, um cancro, e/ou um distuUrbio proliferativo
celular. Em algumas formas de realizagao, a condigéao
patoldgica associada a angiogénese é uma doenga neovascular
intraocular.

Além disso, pelo menos alguns dos anticorpos da
invengdo podem ligar-se a antigénio de outras espécies.
Consequentemente, os anticorpos da invencdo podem ser
usados para se ligarem com atividade especifica ao
antigénio, por exemplo, numa cultura celular contendo o
antigénio, em sujeitos humanos ou noutros sujeitos

mamiferos que tém o antigénio com o gqual um anticorpo da
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invencdo realiza reacdo cruzada (por exemplo, chimpanzé,
babuino, sagii, cinomdélogos e rhesus, porco ou ratinho).
Numa forma de realizacao, o anticorpo da invengao pode ser
utilizado para inibir as atividades do antigénio,
contactando o anticorpo com o antigénio de tal modo que a
atividade do antigénio ¢é inibida. Preferivelmente, o
antigénio € uma molécula proteica humana.

Numa forma de realizacgao, um anticorpo da invencéo
pode ser usado num método para se ligar a um antigénio num
sujeito que sofre de um disturbio associado a expressao
e/ou atividade antigénica aumentada, compreendendo
administrar ao sujeito um anticorpo da invencao de tal modo
que o antigénio no sujeito é ligado. Preferivelmente, o
antigénio é uma molécula proteica humana e o sujeito é um
sujeito humano. Alternativamente, o sujeito pode ser um
mamifero gque expressa o antigénio ao gqual um anticorpo da
invencdo se liga. Adicionalmente, o sujeito pode ser ainda
um mamifero no qual o antigénio tenha sido introduzido (por
exemplo, por administracdo do antigénio, ou por expressao
de um transgene do antigénio). Um anticorpo da invencao
pode ser administrado a um sujeito humano para propdsitos
terapéuticos. Além disso, um anticorpo da invengdo pode ser
administrado a um mamifero n&o humano gue expressa um
antigénio com o gqual a 1imunoglobulina realiza reacgdao
cruzada (por exemplo, um primata, porco ou ratinho) para
propbésitos veterindrios, ou como um modelo animal de uma
doenca humana. Em relacdo a este ultimo, tais modelos
animais podem ser uUteis para avaliar a eficdcia terapéutica
dos anticorpos da invencao (por exemplo, testar as dosagens
e cursos de tempo de administracao).

Os anticorpos da invencdo podem ser utilizados para
tratar, inibir, retardar a progressdo de, prevenir/retardar
a recorréncia de, melhorar ou prevenir doencas, disturbios
ou condigdes associados a expressdo e/ou atividade de uma

ou mais moléculas antigénicas.
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Os disturbios exemplificativos incluem carcinoma,
linfoma, Dblastoma, sarcoma e leucemia ou malignidades
linfdéides. Exemplos mails particulares de tails cancros
incluem cancro de células escamosas (por exemplo, cancro de
células escamosas epiteliais), cancro do pulmdo incluindo
cancro do pulmdo de células pequenas, cancro do pulmdo de
células nao pequenas, adenocarcinoma do pulmdo e carcinoma
escamoso do pulméao, cancro do peritoneu, cancro
hepatocelular, cancro gastrico ou do estbdmago incluindo
cancro gastrointestinal, cancro pancredtico, glioblastoma,
cancro cervical, cancro do ovario, cancro hepadtico, cancro
da bexiga, cancro do trato urinadrio, hepatoma, cancro da
mama, cancro do c¢délon, cancro retal, cancro colorretal,
carcinoma endometrial ou uterino, carcinoma das gléndulas
salivares, cancro do rim ou renal, cancro protatico, cancro
da wvulva, cancro da tirdide, carcinoma hepdtico, carcinoma
anal, carcinoma peniano, melanoma, mieloma maltiplo e
linfoma de células B, cancro cerebral bem como da cabeca e
pescogo, e metéadstases associadas. Em algumas formas de
realizagdo, o cancro € selecionado a partir do grupo dgue

consiste em cancro do pulméao de células pequenas,

neuroblastomas, melanoma, carcinoma da mama, cancro
gastrico, cancro colorretal (CRC), e carcinoma
hepatocelular.

Em determinadas formas de realizacéao, um

imunoconjugado compreendendo um anticorpo conjugado a um ou
mais agente citotdxicos ¢é administrado ao paciente. Em
algumas formas de realizacéo, 0 imunoconjugado e/ou
antigénio ao qual este estd ligado é/sdo internalizado(s)
pela célula, resultando em eficdcia terapéutica aumentada
do imunoconjugado para matar a célula alvo a qual se liga.
Numa forma de realizagdo, o agente citotdxico direciona-se
ao ou interfere com o &cido nucleico na célula alvo. Numa
forma de realizacdo, o agente citotdxico direciona-se a ou

interfere com a polimerizacgcdo microtubular. Os exemplos de
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tais agentes citotdéxicos incluem qualguer dos agentes
quimioterapéuticos aqui indicados (tal como um
maitansindide, auristatina, dolastatina, ou uma
caliqueamicina), um isdétopo radicativo, ou uma ribonuclease
ou uma ADN endonuclease..

Os anticorpos da invencdo podem ser usados quer
isolados quer em combinacdo com outras composigdes numa

terapia. Por exemplo, um anticorpo da invencao pode ser co-

administrado com um outro anticorpo, agente (s)
quimioterapéutico (s) (incluindo cocktails de agentes
quimioterapéuticos), outro (s) agente (s) citotdxico(s),

agente (s) anti-angiogénico(s), citoquinas, e/ou agente (s)
de inibicdo do crescimento. Na situacdo em gque um anticorpo
da invencgéao inibe o) crescimento tumoral, pode ser
particularmente desejavel combind-lo com um ou mais de
outros agentes terapéuticos que também inibam o crescimento
tumoral. Alternativamente, ou adicionalmente, o paciente
pode receber terapia de radiacao combinada (por exemplo,
irradiacdo com feixe externo ou terapia com um agente
radicativo marcado, tal como um anticorpo). Tais terapias
combinadas indicadas acima incluem a administracao
combinada (onde os dois ou mais agentes sdo incluidos nas
mesmas ou em diferentes formulagdes), e a administracéao
separada, em cujo caso, a administracdo do anticorpo da
invengdo pode ocorrer antes, e/ou na sequéncia da
administracdo da terapia ou terapias adjuvantes.
Terapias de combinacéao

Como indicado acima, a invengdo proporciona terapias
combinadas nas quais um anticorpo anti-EphB4 ¢ administrado
com uma outra terapia. Por exemplo, o0s anticorpos anti-
EphB4 s&o usados em combinagdes com agentes terapéuticos
anti-cancerigenos ou com um agente terapéutico anti-
neovascularizacgédo para tratar varias condigbes neopléasticas
ou nado neoplasticas. Numa forma de realizacdo, a condicédo

neopldstica ou ndo-neopldstica é caracterizada por ser um

143



EP1973950B1

disturbio patoldgico associado a angiogénese aberrante ou
nao desejada. O anticorpo anti-EphB4 pode ser administrado
de forma seriada ou em combinagdo com um outro agente que é
eficaz para agqueles propdsitos, guer na mesma composicdo ou
como composigdes separadas. Alternativamente, ou
adicionalmente, maltiplos inibidores de EphB4 podem ser
administrados.

A administracdo do anticorpo anti-EphB4 pode ser feita
simultaneamente, por exemplo, como uma composicdo uUnica ou
como duas ou mals composigdes distintas, utilizando as
mesmas ou diferentes vias de administracéo.
Alternativamente, ou adicionalmente, a administracado pode
ser feita sequencialmente, em qualqguer ordem. Em
determinadas formas de realizacédo, intervalos que variam de
minutos a dias, ou semanas a meses, podem estar presentes
entre as administracdes das duas ou mais composicgdes. Por
exemplo, o agente anti-cancerigeno pode ser administrado
primeiro, seguido pelo inibidor de EphB4. No entanto, a
administracdo simultdnea ou a administracdo do anticorpo
anti-EphB4 primeiro é também contemplada.

As quantidades eficazes dos agentes terapéuticos
administrados em combinagdo com um anticorpo anti-EphB4
estaréo ao critério do médico ou veterindrio. A
administracdo e ajuste da dosagem sado feitos para alcancgar
uma gestdo méxima das condigdes a serem tratadas. A dose,
adicionalmente, dependerd de fatores tais como o tipo de
agente terapéutico a ser utilizado e o paciente especifico
a ser tratado. As dosagens adequadas para o agente anti-
cancerigeno sdo aquelas atualmente utilizadas e podem ser
diminuidas devido a acdo combinada (sinergia) do agente
anti-cancerigeno e anticorpo anti-EphB4. Em determinadas
formas de realizacdo, a combinacdo dos inibidores potencia
a eficdcia de um 4unico inibidor. O termo "potenciar"
refere-se a uma melhoria na eficacia de um agente

terapéutico na sua dose comum ou aprovada.
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Tipicamente, os anticorpos anti-EphB4 e agentes anti-
cancerigenos sado adequados para as mesmas ou semelhantes
doencgas para bloquear ou reduzir um disturbio patoldgico,
tal como crescimento tumoral ou crescimento de uma célula
cancerigena. Numa forma de realizacdo o agente anti-
cancerigeno é um agente anti-angiogénese.

A terapia anti-angiogénica em relacdo a cancro é uma
estratégia de tratamento de cancro com o objetivo de inibir
o desenvolvimento de vasos sanguineos tumorais necessarios
para providenciar nutrientes de suporte ao crescimento
tumoral. Porgue a angiogénese estd envolvida tanto no
crescimento tumoral primdrio como metastdtico, o tratamento
anti-angiogénico proporcionado pela invengdo ¢é capaz de
inibir o crescimento neoplastico do tumor no local
primario, bem como prevenir a metastizagdo de tumores nos
locais secundéarios, permitindo, assim, o atague dos tumores
por outros agentes terapéuticos.

Muitos agentes anti-angiogénicos tém sido
identificados e sao conhecidos nas técnicas, incluindo
aqueles aqui listado, por exemplo, listado em Definicdes, e
por, por exemplo, Carmeliet e Jain, Nature 407:249-257
(2000); Ferrara et al., Nature Reviews: Drug Discovery,
3:391-400 (2004); e Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206
(2003) . Veja—-se também o) Pedido de Patente U.S.
20030055006, Numa forma de realizagdo, um anticorpo anti-
EphB4 é usado em combinac¢do com um anticorpo (ou fragmento)
neutralizante anti-VEGF e/ou um outro antagonista de VEGF
ou um antagonista do recetor VEGF, incluindo, mas néao
limitado a, por exemplo, recetor VEGF soluvel (por exemplo,
, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, neuropilinas (por exemplo,
NRP1, NRP2)) fragmentos, aptameros capazes de Dbloguear o
VEGE ou VEGFR, anticorpos anti-VEGFR neutralizantes,
inibidores de baixa massa molecular de tirosina cinases de
VEGFR (RTK), estratégias anti-sentido para o) VEGF,

ribozimas contra VEGF ou recetores VEGEF, variantes
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antagonistas de VEGF; e quaisquer combinacdes dos mesmos.
Alternativamente, ou adicionalmente, dois ou mais
inibidores da angiogénese podem opcionalmente ser co-
administrados ao paciente, em adicdo a um antagonista de
VEGEF e outro agente. Em determinadas formas de realizacéao,
um ou mais agentes terapéuticos adicionais, por exemplo,
agentes anti-cancerigenos, podem ser administrados em
combinagdo com o anticorpo anti-EphB4, o antagonista de
VEGF, e um agente anti-angiogénese.

Em determinados aspetos da invencgdo, outros agentes
terapéuticos Uteils para terapia tumoral de combinagdo com
um anticorpo anti-EphB4 incluem outras terapias de cancro,
(por exemplo, cirurgia, tratamentos radioldgicos (por
exemplo, envolvendo irradiacéo ou administracgao de
substédncias radiocativas), quimioterapia, tratamento com
agentes anti-cancerigenos listados agqui e conhecidos na
técnica, ou combinacgdes destes). Alternativamente, ou
adicionalmente, dois ou mais anticorpos ligando-se ao mesmo
ou a dois ou mais antigénios diferentes aqui divulgados
podem ser co-administrados ao paciente. Por vezes, pode ser
benéfico administrar também uma ou mais citoguinas ao
paciente.

Agentes gquimioterapéuticos

Em determinados aspetos, a invengao proporciona um
método para bloquear ou reduzir o crescimento tumoral ou
crescimento de uma célula cancerigena, por administracdo de
quantidades eficazes de um antagonista de EphB4 e/ou
inibidor (s) da angiogénese e um ou mais agentes
quimioterapéuticos a um paciente susceptivel a, ou
diagnosticado com, cancro. Uma variedade de agentes
guimioterapéuticos podem ser utilizados nos métodos de
tratamentos combinados da invencgao. Uma lista
exemplificativa e nao limitante de agentes
quimioterapéuticos contemplados ¢é aqui proporcionada em

"Definigdes".
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Como seré entendido por aqueles peritos na
especialidade, as doses apropriadas de agentes
gquimioterapéuticos estardo, geralmente, em torno daquelas
bE! empregues em terapias clinicas em que os
guimioterapéuticos séao administrados isolados ou em
combinacdo com outros qguimioterapéuticos. Uma variacdo na
dosagem provavelmente ocorrerd dependendo da condicgdo a ser
tratada. O médico gue administra o tratamento serd capaz de
determinar a dose apropriada para o sujeito individual.
Recidiva de crescimento tumoral

A invencgdo também proporciona métodos e composicdes
para a 1inibi¢&o ou prevencao da recidiva de crescimento
tumoral ou recidiva de crescimento de células cancerigenas.
A recidiva de crescimento tumoral ou recidiva de
crescimento de células cancerigenas € usada para descrever
uma condig¢do na qual pacientes submetidos ou tratados com
uma ou mais terapias atualmente disponiveis (por exemplo,
terapias de cancro, tais como qguimioterapia, terapia de
radiacéao, cirurgia, terapia hormonal e/ou terapia
bioldgica/imunoterapia, terapia com anticorpo anti-VEGF,
particularmente um regime terapéutico padrdo para O cancro
particular) que nado é clinicamente adequada para tratar os
pacientes ou os pacientes Jj& ndo estdo recebendo qualquer
efeito benéfico da terapia de tal modo gue estes pacientes
necessitam de uma terapia eficaz adicional. Como aqui
utilizada, a frase dque também pode referir-se a uma
condicdo de ©paciente "ndo responsivo/refratéario", por
exemplo, descreve que pacientes que respondem a terapia
ainda sofrem de efeitos secundarios, desenvolvem
resisténcia, ndo respondem a terapia, nao respondem
satisfatoriamente a terapia, etc. Em varias formas de
realizagdo, um cancro € recidivo no crescimento tumoral ou
recidivo no crescimento de células cancerigenas no caso em
que o) namero de células cancerigenas nao foi

significativamente reduzido, ou aumentou, ou o tamanho

147



EP1973950B1

tumoral nado foil significativamente reduzido, ou aumentou,
ou qualgquer reducdo adicional no tamanho ou no numero de
células cancerigenas falha. A determinacdo de se as células
cancerigenas sao recidivas no crescimento tumoral ou
recidivas no crescimento de células cancerigenas pode ser
feita in vivo ou in vitro por gqualquer método conhecido na
técnica para avaliar a eficdcia do tratamento sobre as
células cancerigenas, utilizando os significados aceites na
técnica de "recidiva" ou "refratdrio" ou "ndo responsivo"
neste contexto. Um tumor resistente ao tratamento com anti-
VEGEF ¢ um exemplo de uma recidiva de crescimento tumoral.

A invencdo proporciona métodos para bloquear ou
reduzir a recidiva de crescimento tumoral ou recidiva de
crescimento de células cancerigenas num sujeito por
administracdo de um ou mails anticorpos anti-EphB4 para
bloquear ou reduzir a recidiva de crescimento tumoral ou
recidiva de crescimento de células cancerigenas no sujeito.
Em determinadas formas de realizacao, o antagonista pode
ser administrado subsequentemente a terapéutica de cancro.
Em determinadas formas de realizacdo, os anticorpos anti-
EphB4 s&o administrados simultaneamente com a terapia de
cancro. Alternativamente, ou adicionalmente, a terapia com
anticorpo anti-EphB4 alterna com uma outra terapia de
cancro, que podem ser realizadas em qualquer ordem. A
invencao também engloba métodos para a administracgdo de um
ou mais anticorpos de inibicdo para prevenir o aparecimento
ou recorréncia de cancro em pacientes predispostos a ter
cancro. Geralmente, o sujeito era ou € concorrentemente
submetido a terapia de cancro. Numa forma de realizacao, a
terapia de cancro € o tratamento com um agente anti-
angiogénese, por exemplo, um antagonista de VEGF. O agente
anti-angiogénese inclui aqueles conhecidos na técnica e
aqueles encontrados aqui nas Definigdes. Numa forma de
realizacdo, o agente anti-angiogénese é um anticorpo ou

fragmento neutralizante anti-VEGF (por exemplo, A4.6.1
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humanizado, AVASTIN® (Genentech, South San Francisco, CA),
Y0317, M4, G6, B20, 2C3, etc.). Veja-se, por exemplo, as
Patentes U.S. 6.582.959, 6.884.879, 6.703.020; documento WO
98/45332; documento WO 96/30046; docuemnto WO 94/10202;
documento EP 0666868B1; Pedidos de Patentes U.S.
20030206899, 20030190317, 200302034009, e 2005011212¢;
Popkov et al., Journal of Immunological Methods 288:149-164
(2004); e documento WO 2005012359. Agentes adicionais podem
ser administrados em combinacdo com um antagonista de VEGF
e um anticorpo anti-EphB4 para Dblogquear ou reduzir a
recidiva de crescimento tumoral ou recidiva de crescimento
de células cancerigenas, por exemplo, veje-se a seccdo aqui
intitulada Terapias de Combinacéo.

0O anticorpo da invengdo (e agente terapéutico adjunto)
é/sdo administrado (s) por qualquer meio adequado, incluindo
administracdo parentérica, subcutéanea, intraperitonial,
intrapulmonar e intranasal, e, se desejado para tratamento
local, intralesional. Infusdes parentéricas incluem
administracdo intramuscular, i1intravenosa, intra-arterial,
intraperitonial ou subcuténea. Em adig¢do, o anticorpo é
adequadamente administrado por infuséao pulsatil,
particularmente com doses decrescentes do anticorpo. A
dosagem pode ser por gqualquer via adequada, por exemplo,
através de injegdes, tais como injeg¢des intravenosas ou
subcutaneas, dependendo, em parte, de se a administracdo é
breve ou crénica.

A composicdo do anticorpo da invengdo sera formulada,
doseada e administrada de um modo consistente com a boa
pratica médica. Os fatores de consideragdo neste contexto
incluem o distturbio particular a ser tratado, o mamifero
particular a ser tratado, a condigdo clinica do paciente
individual, a causa do disturbio, o local de administracgédo
do agente, o método de administracd&o, o programa de
administracgdo, e outros fatores conhecidos dos praticantes

.

de medicina. O anticorpo ndo necessita ser, mas &

149



EP1973950B1

opciocnalmente formulado com um ou mais agentes atualmente
utilizados para prevenir ou tratar o disturbio em questao.
A quantidade eficaz dos tais outros agentes depende da
quantidade de anticorpos da invencgao presentes na
formulacgdo, do tipo de disturbio ou tratamento, e de outros
fatores discutidos acima. Estes sdo geralmente usados nas
mesmas dosagens e vias de administragdo como acima
utilizados ou cerca de 1 a 99% das dosagens empregues até
entdao.

Para a prevengcadao ou tratamento de uma doenca, a
dosagem apropriada de uma anticorpo da invencdo (quando
usado isolado ou em combinagcdo com outros agentes, tais
como agente gquimioterapéuticos) dependerd do tipo de doenca
a ser tratada, do tipo de anticorpo, da gravidade e curso
da doenca, se 0 fadrmaco é administrado para fins
preventivos ou terapéuticos, terapia anterior, historial
clinico do paciente e resposta ao anticorpo, e do critério
do médico assistente. A anticorpo é adequadamente
administrado ao paciente numa vez ou durante uma série de
tratamentos. Dependendo do tipo e gravidade da doenga,
cerca de 1 mg/kg a 15 mg/kg (por exemplo, 0,1 mg/kg - 10
mg/kg) de anticorpo é uma dosagem inicial candidata para
administracdo ao paciente, quer, por exemplo, em uma ou
mais administracdes separadas, ou por infusdo continua. Uma
dosagem didria tipica pode variar de cerca de 1 mg/kg a 100
mg/kg ou mais, dependendo dos fatores mencionados acima.
Para administracgdes repetidas durante varios dias ou mais,
dependendo da condigdo, o tratamento é mantido até ocorrer
uma supressao desejada dos sintomas da doenga. Uma dose
exemplificativa do anticorpo estaria no intervalo de cerca
de 0,05 mg/kg a cerca de 10 mg/kg. Assim, uma ou mais doses
de cerca de 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg ou 10 mg/kg (ou
qualgquer combinacao destas) podem ser administrados ao
paciente. Tais doses podem ser administradas

intermitentemente, por exemplo, a cada semana ou a cada
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trés semanas (por exemplo, de tal modo que o doente recebe
desde cerca de duas a cerca de vinte, por exemplo, cerca de
seis doses do anticorpo). Uma dose de carga superior
inicial, seguida por uma ou mais doses inferiores podem ser
administradas. Um regime de dosagem exemplificativo
compreende a administracdo de uma dose de carga inicial de
cerca de 4 mg/kg, seguida por uma dose de manutencgdo
semanal de cerca de 2 mg/kg do anticorpo. Contudo, outros
regimes de dosagem podem ser uUteis. O progresso desta
terapia é facilmente monitorizado por técnicas e ensaios
convencionais.

Os anticorpos anti-EphB4 da invencdo sdo uUteis em
ensalios de detecdo de expressdo de EphB4 (tais como ensaios
de diagndstico ou progndstico) em células ou tecidos
especificos, em que os anticorpos sd&o marcados conforme
descrito abaixo e/ou sao imobilizados numa matriz
insoluvel.

Num outro aspeto, a invengdo proporciona métodos para
detecdo de EphB4, os métodos compreendendo a detecdo do
complexo EphB4-anticorpo anti-EphB4 na amostra. O termo
"detecdo" como aqui utilizado, inclui a detecgdo gualitativa
e/ou quantitativa (medindo niveis) com ou sem referéncia a
um controlo.

Num outro aspeto, a invengdo proporciona métodos para
o diagndéstico de um disturbio associado a expressdo e/ou
atividade de EphB4, os métodos compreendendo detetar um
complexo EphB4d-anticorpo anti-EphB4 numa amostra bioldgica
de um paciente gue tem ou suspeita-se ter o disturbio. Em
algumas formas de realizacgdo, a expressdo de EphB4 ¢ uma
expressao aumentada ou expressao anormal (ndo desejada). Em
algumas formas de realizacdo, o disturbio ¢ um tumor,
cancro, e/ou um disturbio proliferativo celular.

Num outro aspeto, a invencado proporciona qualgquer dos
anticorpos anti-EphB4 aqui descritos, em que o anticorpo

anti-EphB4 compreende um marcador detetavel.
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Num outro aspeto, a invencdo proporciona um complexo
de qualgquer dos anticorpos anti-EphB4 aqui descritos e
EphB4. Em algumas formas de realizacdo, o complexo estd in
vivo ou 1in vitro. Em algumas formas de realizacgdo, o
complexo compreende uma célula cancerigena. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo anti-EphB4 é marcado de
forma detetavel.

Os anticorpos anti-EphB4 podem ser usados para a
detecdao de EphB4 em qualquer um de uma série de métodos de
ensaio de detecdo bem conhecidos. Por exemplo, uma amostra
bioldégica pode ser analisada para EphB4 através da obtencgédo
da amostra a partir de uma fonte desejada, mistura da
amostra com anticorpo anti-EphB4 para permitir que o
anticorpo forme um complexo anticorpo/EphB4 com qualquer
EphB4 presente na mistura, e detecdo de qualgquer complexo
anticorpo/EphB4 presente na mistura. A amostra bioldgica
pode ser preparada para ensaio por métodos conhecidos na
técnica que sdo adequados para a amostra particular. Os
métodos de mistura da amostra com anticorpos e o0s métodos
de detecdo do complexos anticorpo/EphB4 sdo escolhidos de
acordo com o tipo de ensaio utilizado. Tais ensaios incluem
imunohistoquimica, ensaios competitivos e tipo sanduiche, e
ensaios de inibicédo estéricos.

Os métodos analiticos para EphB4 utilizam todos um ou
mais dos seguintes reagentes: andlogo de EphB4 marcado,
andlogo de EphB4 imobilizado, anticorpo anti-EphB4 marcado,
anticorpo anti-EphB4 imobilizado e conjugados estéricos. Os
reagentes marcados também sdo conhecidos como "tracadores".

O marcador utilizado é qualguer funcionalmente
detetdvel gue nao interfere com a ligagcdo de EphB4 e
anticorpo anti-EphB4. Numerosos marcadores sao conhecidos
para utilizacd&o em imunoensaio, os exemplos incluindo
fragbes que podem ser detetadas diretamente, tais como
marcadores de fluorocromo, quimioluminescentes, e

radicativos, bem como fracgdes, tais como enzimas, gue devem
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ser reagidas ou derivatizadas para serem detetadas. Os

exemplos de tais marcadores incluem:
O marcador utilizado é qualquer funcionalmente detetéavel
que néao interfere com a ligacdo de EphB4 e anticorpo
anti-EphB4. Numerosos marcadores sao conhecidos para
utilizacdo em imunoensaio, os exemplos incluindo fracgdes
que podem ser detetadas diretamente, tais como
marcadores de fluorocromo, quimioluminescentes, e
radioativos, bem como fracdes, tais como enzimas, que
devem ser reagidas ou derivatizadas para serem
detetadas. Os exemplos de tals marcadores 1incluem os

221, °H, e ™1, fluoréforos tais

radioisétopos P, '‘cC,
como quelantes terrosos raros ou fluoresceina e seus
derivados, rodamina e seus derivados, dansilo,
umbeliferona, luceriferases, por exemplo, luciferase de
vaga—-lime e luciferase Dbacteriana (Patente U.S. N.°
4.737.450), luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas,
peroxidase de réabano (HRP), fosfatase alcalina, R-
galactosidase, glucocamilase, lisozima, sacaridoxidases,
por exemplo, glucose oxidase, galactose oxidase, e
glucose-6-fosfato dehidrogenase, oxidases heterociclicas
tais como uricase e xantina oxidase, acopladas com uma
enzima que emprega perdxido de hidrogénio para oxidar um
precursor corante tal como HRP, lactoperoxidase, ou
microperoxidase, Dbiotina/avidina, marcadores de spin,
marcadores de bacteriofagos, radicais livres estéaveis, e
semelhantes.

Métodos convencionais estdo disponiveis para ligar
covalentemente estes marcadores a proteinas ou
polipéptidos. Por exemplo, agentes de acoplamento tais como
dialdeidos, carbodiimidas, dimaleimidas, bis—-imidatos,
benzidina bis-diazotada, semelhantes, podem ser usados para
etiquetar os anticorpos com os marcadores fluorescentes,
gquimioluminescentes e enzimadticos acima descritos. Veja-se,

por exemplo, as Patentes U.S. N.° 3.940.475 (fluorimetria)

153



EP1973950B1

e 3.645.090 (enzimas); Hunter et al., Nature, 144: 945
(1962); David et al., Biochemistry, 13: 1014-1021 (1974);
Pain et al., J. Immunol. Methods, 40: 219-230 (1981); e
Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30: 407-412 (1982). Os
marcadores aqui preferidos sdo enzimas tals como peroxidase
de radbano e fosfatase alcalina. A conjugagcdao de tal
marcador, incluindo as enzimas, ao anticorpo € um
procedimento de manipulacdo padrdao para um perito em
técnicas de imunoensaio. Veja-se, por exemplo, O0’Sullivan
et al., "Methods for the Preparation of Enzyme-antibody
Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay," em Methods in
Enzymology, ed. J.J. Langone and H. Van Vunakis, Vol. 73
(Academic Press, Nova York, Nova York, 1981), pag. 147-166.

A imobilizacdo de reagentes €& necessaria para
determinados métodos de ensaio. A imobilizacdo envolve a
separacdo do anticorpo anti-EphB4 de qualquer EphB4 dque
permanega livre em solugdo. Isto € convencionalmente
realizado tanto por insolubilizacdo do anticorpo anti-EphB4
ou andlogo de EphB4 antes do procedimento do ensaio, como
por adsorgdo a uma matriz insoluvel em Aagua ou superficie
(Bennich et al., documento U.S. 3.720.760), por acoplamento
covalente (por exemplo, usando ligacao cruzada com
glutaraldeido), ou por posterior insolubilizacéao do
anticorpo anti-EphB4 ou andlogo de EphB4, por exemplo, por
imunoprecipitacéao.

A  expressdo de proteinas numa amostra pode ser
examinada wutilizando protocolos de imunohistoquimica e
coloracéao. A coloracéao imunohistoquimica de seccdes
tecidulares mostrou ser um método fidvel de avaliar ou
detetar a presenca de proteinas numa amostra. As técnicas
de imunohistoquimica ("IHC") wutilizam um anticorpo para
sondar e visualizar antigénios celulares in situ,
geralmente por meio de métodos cromogénicos ou
fluorescentes. Para preparacdao da amostra, pode ser

utilizada uma amostra tecidular ou celular de um mamifero
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(tipicamente um paciente humano). Exemplos de amostras
incluem, mas ndo estdo limitadas a, células cancerigenas,
tais como células de cancro do cdlon, mama, prdbdstata,
ovario, pulmdo, estdmago, pancreas, linfoma, e leucemia. A
amostra pode ser obtida por uma variedade de procedimentos
conhecidos na técnica incluindo, mas nao limitados a,
excisdo cirurgica, aspiracdo ou bidpsia. O tecido pode ser
fresco ou congelado. Numa forma de realizagdo, a amostra &
fixada e embebida em parafina ou semelhante. A amostra
tecidular pode ser fixada (isto ¢&, conservada) por
metodologia convencional. Um perito na especialidade
apreciard que a escolha de um fixador ¢é determinada pelo
propdsito para o qual a amostra estd a ser histologicamente
corada ou analisada de outra forma. Um perito na
especialidade também apreciard que o comprimento de fixacéo
depende do tamanho da amostra tecidular e do fixador
utilizado.

THC pode ser realizada em combinagdo com técnicas
adicionais tais como coloracdo morfoldgica e/ou hibridacéo
in situ de fluorescéncia. Dois métodos gerais de IHC estéo
disponiveis; ensaios diretos e indiretos. De acordo com o
primeiro ensaio, a ligacgcdo de anticorpo ao antigénio alvo
(por exemplo, EphB4) é determinada diretamente. Este ensaio
direto utiliza um reagente marcado, tal como uma etiqueta
fluorescente ou um anticorpo primdrio marcado com enzima,
que pode ser visualizado sem interacgdo adicional de
anticorpo. Num ensaio indireto tipico, o anticorpo primario
ndo conjugado liga-se ao antigénio e, em seguida, um
anticorpo secundario marcado liga-se ao anticorpo primério.
Quando o anticorpo secundario € conjugado com um marcador
enzimatico, um substrato cromogénico ou fluorogénico é
adicionado para proporcionar a visualizagdo do antigénio.
Amplificacdo de sinal ocorre porque diversos anticorpos
secundarios podem reagir com diferentes epitopos no

anticorpo primédrio.
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O anticorpo primdrio e/ou o secundario utilizados para
imunohistoquimica serdo tipicamente marcados com uma fracéo
detetdvel. Numerosos marcadores estdo disponiveis, os quais
podem ser geralmente agrupados nas seguintes categorias:

Para além dos procedimentos de preparacdo da amostra
discutidos acima, 0 tratamento adicional da seccéo
tecidular antes de, durante ou depois de IHC pode ser
desejado. Por exemplo, métodos de recuperacido de
epitopos, tal como aquecimento da amostra tecidular em
tampdo citrato, podem ser efetuados (veja—-se, por
exemplo, Leong et al. Appl. Immunohistochem. 4(3):201
(1996)) .

Na sequéncia de uma etapa de Dblogqueio opcional, a
secgdo tecidular é exposta ao anticorpo primdrio por um
periodo de tempo suficiente e sob condig¢des adequadas de
tal modo gque o anticorpo primdrio liga-se ao antigénio da
proteina alvo na amostra tecidular. As condigdes
apropriadas para alcancgar este objetivo podem ser
determinadas por experimentacdo de rotina. A extensdo de
ligagdo do anticorpo a amostra ¢é determinada utilizando
qualquer um dos marcadores detetaveis acima discutidos.
Preferivelmente, o marcador & um marcador enzimdtico (por
exemplo, HRPO) que catalisa wuma alteracdo guimica do
substrato cromogénico, tal como cromogénio 3,3'-
diaminobenzidina. Preferivelmente, o marcador enzimdtico €
conjugado a um anticorpo que se liga especificamente ao
anticorpo primario (por exemplo, o anticorpo primadrio é
anticorpo policlonal de coelho e o anticorpo secundario é
anticorpo de cabra anti-coelho).

Os espécimes assim preparados podem ser montados e
cobertos com um lamela. A avaliacgcdo das léminas €, em
seguida, determinada, por exemplo, usando um microscdpio, e
critérios de intensidade de coloracao, habitualmente
utilizados na técnica, podem ser empregues. Os critérios de

intensidade de coloragao podem ser avaliados como se segue:
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TABELA 2
Padrédo de coloracgéo Pontuagéo
Nenhuma coloracdo €& observadas nas células 0
Coloracgdo ligeira/quase imperceptivel é detectado|l+
em mais de 10% das células.
Coloracgao fraca a moderada ¢é observada em mais|2+
de 10% das células.
Coloragdao moderada a forte é observada em mais|3+
de 10% das células.

Tipicamente, uma pontuacdo do padrdo de coloracgao de
cerca de 2+ ou superior num ensaio de IHC & de diagnédstico
e/ou progndéstico. Em algumas formas de realizacdo, uma
pontuacao do padrao de coloracdo de cerca de 1+ ou superior
¢ de diagndstico e/ou progndstico. Noutras formas de
realizagcao, uma pontuacao do padrdo de coloragdo de cerca
de 3 ou superior ¢é de diagndéstico e/ou progndstico.
Entende-se que gquando células e/ou tecido de um tumor ou
adenoma do cdélon sédo examinados utilizando IHC, a coloracgéao
¢ geralmente determinado ou avaliada na célula e/ou tecido
tumoral (em oposicdo ao tecido do estroma ou circundante
que pode estar presente na amostra).

Outros métodos de ensaio, conhecidos como ensaios
competitivos ou tipo sanduiche, estdo bem estabelecidos e
sdo amplamente wutilizados na induastria de diagndsticos
comercial.

Os ensaios competitivos contam com a capacidade de um
tracador andlogo de EphB4 competir com a EphB4 da amostra
de teste para um numero limitado de sitios de ligacédo para
antigénio e anticorpo anti-EphB4. O anticorpo anti-EphB4
geralmente é insolubilizado antes ou depois da competicéo
e, em seguida, o tracador e EphB4 1ligados ao anticorpo
anti-EphB4 sao separados do tracador e EphB4 nao ligados.
Esta separacdo é conseguida por decantacdo (no caso em que
o parceiro de ligacdo foi pré-insolubilizado) ou por
centrifugacdo (no caso em que O parceiro de ligacao foi

precipitado depois da reacdo competitiva). A quantidade de
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EphB4 na amostra de teste é inversamente proporcional a
quantidade de tracador ligado, conforme medido ©pela
quantidade de substédncia marcadora. Curvas dose-resposta
com quantidades conhecidas de EphB4 sao preparadas e
comparadas com 0s resultados dos testes para determinar
quantitativamente a quantidade de EphB4 presente na amostra
de teste. Estes ensaios s&o chamados sistemas ELISA guando
enzimas sdo utilizadas como os marcadores detetdveis.

Um outra espécie de ensaio competitivo, chamada ensaio
"homogéneo", nado necessita de uma separacdo de fases. Aqui,
um conjugado de uma enzima com a EphB4 é preparado e usado
de tal modo que quando o anticorpo anti-EphB4 se liga a
EphB4, a presenca do anticorpo anti-EphB4 modifica a
atividade da enzima. Neste caso, a EphB4 ou seus fragmentos
imunologicamente ativos sdo conjugados com uma ponte
organica bifuncional a uma enzima, tal como peroxidase. Os
conjugados sao selecionados para utilizacgdo com o anticorpo
anti-EphB4 de tal modo que a ligacao do anticorpo anti-
EphB4 inibe ou potencia a atividade enzimdtica do marcador.
Este método per se & amplamente praticado sob o nome de
EMIT.

Os conjugados estéricos sdo usados em métodos de
impedimento estérico para ensaio homogéneo. Estes
conjugados sdo sintetizados por ligagcdao covalente de um
hapteno de baixa massa molecular a um pequeno fragmento de
EphB4 pequeno, de tal modo gue o anticorpo para hapteno é
substancialmente incapaz de se ligar ao conjugado ao mesmo
tempo que 0 anticorpo anti-EphB4. Conforme este
procedimento de ensaio, a EphB4 presente na amostra de
teste ligar-se-4 ao anticorpo anti-EphB4, permitindo,
assim, que anti-hapteno se ligue ao conjugado, resultando
numa alteracdo no cardcter do hapteno do conjugado, por
exemplo, uma alteracdo na fluorescéncia quando o hapteno é
um fluordforo.

Os ensaios tipo sanduiche sdo particularmente uteis
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para a determinacdo de EphB4 ou de anticorpos anti-EphB4.
Em ensaios tipo sanduiche sequenciais, um anticorpo anti-
EphB4 imobilizado € usado para adsorver EphB4 da amostra de
teste, a amostra de teste é removida por lavagem, a EphB4
ligada € utilizada para adsorver um segundo anticorpo anti-
EphB4 marcado e o material ligado ¢é, em seguida, separado
do tracador residual. A gquantidade de tracador 1ligado ¢é
diretamente proporcional a de EphB4 da amostra de teste. Em
ensaios tipo sanduiche "simulténeos", a amostra de teste
ndo é separada antes de se adicionar anti-EphB4 marcado. Um
ensaio tipo sanduiche sequencial wusando um anticorpo
monoclonal anti-EphB4 como um anticorpo e um anticorpo
anti-EphB4 policlonal como o outro, ¢é 1util para testar
amostras de EphB4.

O precedente sado ensaios de detecdao de EphB4 meramente
exemplificativos. Outros métodos desenvolvidos agora ou no
futuro que usam anticorpo anti-EphB4 para a determinacdo de
EphB4 estdo incluidos dentro do éambito do presente
documento, incluindo os biocensaios aqui descritos.

Artigos de fabrico

Num outro aspeto da invencao, um artigo de fabrico
contendo materiais uUteis para o tratamento, prevencdo e/ou
diagnéstico dos disturbios acima descritas é proporcionado.
O artigo de fabrico compreende um recipiente e um rdétulo ou
folheto informativo no ou associado ao recipiente. Os
recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas,
frascos, seringas, etc. Os recipientes podem ser formados a
partir de uma variedade de materiais, tais como vidro ou
plastico. O recipiente contém uma composicdo a qual é, por
si sé6, ou guando combinada com uma outra composicédo (des),
eficaz para tratar, prevenir e/ou diagnosticar a condicdo e
pode ter uma porta de acesso estéril (por exemplo, ©
recipiente pode ser um saco de solucdo intravenosa ou um
frasco com uma rolha perfuravel por uma agulha para injecéo

hipodérmica). Pelo menos um agente ativo na composicdo é um
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anticorpo da invencdo. O roétulo ou folheto informativo
indica que a composicdo é utilizada para tratar a condicéo
de escolha, tal como cancro. Além disso, o artigo de
fabrico pode compreender (a) um primeiro recipiente com uma
composigao contida neste, em que a composigcao compreende um
anticorpo da invencao; e (b) um segundo recipiente com uma
composigcdo contida neste, em que a composicdo compreende um
agente citotdéxico adicional. O artigo de fabrico nesta
forma de realizacdo da invencdo pode compreender ainda um
folheto informativo indicando que a primeira e a segunda
composigdes de anticorpo podem ser usadas para tratar uma
condigéo particular, por exemplo, cancro. Alternativamente,
ou adicionalmente, o artigo de fabrico pode compreender
ainda um segundo (ou terceiro) recipiente compreendendo um
tampao farmaceuticamente aceitavel, tal como agua
bacteriostdtica para injecéo (BWFI), soro fisioldégico
tamponado com fosfato, solugdo de Ringer e solugdo de
dextrose. Este pode ainda incluir outros materiais
desejaveis de um ponto de vista comercial e do utilizador,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas e
seringas.

0O seguinte sédo exemplos dos métodos e composicdes da
invencdo. Entende-se que varias outras formas de realizacao
podem ser praticadas, dada a descricdo geral acima
fornecida.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Geracdo de anticorpos anti-EphB4

Os anticorpos anti-EphB4 foram gerados utilizando
expressdao em fagos, utilizando EphB4-His para selecionar
fagos. Uma variedade de métodos sdo conhecidos na técnica
para a geracdo de bibliotecas de expressdao em fagos a
partir das quais um anticorpo de interesse pode ser obtido.
Um método de gerar anticorpos de interesse baseia-se na
utilizacdo de uma biblioteca de fagos e anticorpos, tal

como descrito em Lee et al., J. Mol. Biol. (2z004),
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340(5):1073-93. Os clones selecionados utilizando exibicéo
em fagos foram rastreados contra a proteina EphB4-His
usando ELISA de fagos. Clones uUnicos foram selecionados
para caracterizacgcdo adicional por ELISA de competicdo de
fagos e um ensaio de bloqueio para determinar se o clone de
anticorpo do fago poderia Dblogquear as interacdes EphB4-
efrinaB2. O clone 30.35 cumpriu de forma favordvel e foi
selecionado para andlise ©posterior. Para melhorar a
afinidade do clone 30.35, bibliotecas de expressao em fagos
foram geradas no fundo de YW30.35, cada direcionando-se a
HVRs selecionadas para randomizacdo leve ou forte. Os
clones selecionados foram rastreados por ELISA de fagos e
em seguida expressos como uma proteina de Fab e a sua
afinidade determinada utilizando Biacore. Os clones
selecionados foram reformatados como IgGs de comprimento
completo, e a sua afinidade foi determinada utilizando
Biacore. As sequéncias do clone de origem 30.35 e afinidade
de clones maturados sao mostradas na Figura 1.

Exemplo 2: Caracterizacgdo de anticorpos anti-EphB4

Para determinar a afinidade de ligagao de Mabs anti-
EphB4, medigdo por ressondncia de plasmon de superficie
(SRP) com um BIAcore™-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)

foi utilizada. Resumidamente, chips biossensores de
dextrano carboximetilado (CM5, BIAcore Inc.) foram ativados
com cloridrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) -

carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) de acordo
com as instrugdes do fornecedor. Anticorpo anti-EphB4 foi
diluido com acetato de sdédio a 10 mM, pH 4,8, para 5 ug/ml
antes da injecdo a uma taxa de fluxo de 5 ul/minuto para
atingir aproximadamente 500 unidades de resposta (RU) de
anticorpo acoplado. Em seguida, etanolamina a 1 M foi
injetada para bloguear o0s grupos gque nao reagiram. Para as
medicdes cinéticas, diluicdes seriadas duas vezes de
moléculas de EphB4-His quer humanas quer murinas (0,7 nM a
500 nM) foram injetadas em PBS com Tween 20 a 0,05% a 25 °C
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a uma taxa de fluxo de 25 ul/min. Taxas de associacgdo (ken)
e taxas de dissociacdo (kyrr) foram calculadas utilizando um
modelo de ligacdo de Langmuir um para um simples (BIAcore
Evaluation Software version 3.2). A constante de
dissociacgdo em equilibrio (Kd) foi calculada como o réacio
Kore/Kon. Os resultados desta experiéncia sdo apresentados na
Tabela 3. "NA" significa que a medicdo ndo foli realizada.
Tabela 3: Afinidade e cinéticas de ligacgdo de anticorpos

anti-EphB4 a EphB4 humana e de ratinho

Anti-EphB4 Antigénio murino Antigénio humano
Kon/10° koee/107° KA (nM) |ken/10° Keee/10°° Kd (nM)

YW30.35 0,31 0,75 2,4 0,03 0,96 32
YW30.35.1D2 | 1,28 < 0,05 < 0,04| 0,36 < 0,05 < 0,14
YW30.35.2D8 | 0,92 < 0,05 < 0,05| 0,4 < 0,05 < 0,12
YW30.35.2D12| NA NA NA 0,27 < 0,05 < 0,19
YM30.35.2D13| NA NA NA 0,45 < 0,05 < 0,11

Em diferentes experiéncias, a reatividade cruzada de
clone 30.35 de anticorpo anti-EphB4 foi testada contra
outros recetores EphB. Resumidamente, células COS7 foram
transitoriamente transfetadas com plasmideos expressando
EphBl humana, EphB2 humana, EphB4 humana ou EphB6 humana de
comprimentos completos. 24 horas apds a transfecgdo, as
células foram submetidas a andlise por FACS para detetar a
ligacdo de anticorpos anti-EphB4, se houver. O clone 30.35
anti-EphB4 ndo realizou reacdo cruzada com EphBl humana,
EphB2 humana, EphB3 humana ou EphB6 humana.

Exemplo 3: Sinalizagdo de recetor EphB4 Dblogueado com

anticorpo anti-EphB4 num ensaio baseado em células

A fim de demonstrar a capacidade dos anticorpos anti-
EphB4 para bloquearem a interacdo de EfrinaB2 1ligada a
membrana e de EphB4, realizdmos um ensaio baseado em
células, no qual EphB4 e EfrinaB2 foram apresentadas por
diferentes tipos de células. Células 3T3 que sobrexpressando
EfrinaB2 humana foram usadas para estimular células HUVEC

que expressam um elevado nivel de EphB4, mas baixo nivel de
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EfrinaB2, e a capacidade do anticorpo anti-EphB4 para inibir
a ativacgao de EphB4 foi testada.

As células 3T3 sobrexpressando EfrinaB2 humana foram
preparadas como se segue: EfrinaB2 humana de comprimento
completo foi clonada no vetor pcDNAS/FRT (Invitrogen) e
subsequentemente usado para gerar uma linha celular estéavel
com células 3T3.Flp (Invitrogen) de acordo com o manual do
fabricante.

As células 3T3 sobrexpressando EfrinaB2 humana foram
sobrepostas as células HUVEC durante 15 ou 30 minutos, na
presenca ou auséncia do anticorpo anti-EphB4. A ativacgdo do
recetor EphB4 foi avaliada por imunoprecipitacdo da
proteina EphB4, em seguida, detecdo da presenca ou auséncia
de fosforilagdo do recetor de tirosina usando um anticorpo
anti-fosfotirosina (anticorpo 4G10; Upstate) utilizando um
western Dblot. Resumidamente, as células foram lisadas com
tampdo RIPA. Os lisados celulares foram clarificados por
centrifugacéao e o) anticorpo anti-EphB4 35.2D8 foi
adicionado a 5 ug/amostra. Apds incubacdo a 4 °C durante
duas horas, o imunocomplexo foil arrastado para baixo,
usando proteina A-agarose. A fosforilacdo de EphB4 foi
analisada por western blot usando anticorpo anti-
fosfotirosina 4G10 (Upstate), a uma concentracdao de 1
ug/ml.

Os resultados desta experiéncia sédo apresentados na
Figura 7. A sobreposicdo de células 3T3 a células HUVEC
provocou uma dramdtica fosforilacdo da tirosina de EphB4
(linha 4 e 5). Uma pré-incubacdo das HUVECs de 30 minutos
com anticorpo anti-EphB4 (clone 35.2D8 a 5 ug/ml) aboliu
eficazmente a fosforilacdo da tirosina de EphB4 induzida
pela sobreposicdo das células 3T3-EfrinaB2 (linha 6). Em
contraste, o tratamento de células HUVEC com anti-EphR4
isolado ndo provocou ativagcao de EphB4 em HUVECs (linha 2 e
3), e as células HUVEC ndo tratadas nédo demonstraram

ativacédo de EphB4. Estes resultados estabeleceram qgque o
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anticorpo anti-EphB4 bloqueou a interacdo ligando-recetor
no contexto de contacto direto célula-célula.

Embora a invencgdo anterior tenha sido descrita em
algum detalhe por meio de ilustracdes e exemplos para fins
de <clareza de compreensao, o0s exemplos nao devem ser
interpretados como limitantes do ambito da invengdo, como

definido nas reivindicacdes.
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REIVINDICAGOES

1. Um anticorpo anti-EphB4 isolado compreendendo seis
HVRs, em que cada HVR compreende ou consiste numa sequéncia
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
1-17, e em que SEQ ID NO:9 ou 10 corresponde a uma HVR-LI,
SEQ ID NO:11 ou 12 corresponde a uma HVR-L2, SEQ ID NO:13,
14, 15, 16, ou 17 corresponde a uma HVR-L3, SEQ ID NO:1 ou
2 corresponde a uma HVR-H1l, SEQ ID NO:3, 4, 5, ou 6
corresponde a uma HVR-H2, e SEQ ID NOs:7 ou 8 corresponde a
uma HVR-H3, em que o anticorpo bloqueia a ligacgao de
EfrinaB2 a EphB4 e Dbloqueia a fosforilagdo de tirosina
mediada por EfrinaB2 de EphB4 e ndo faz reacgdo cruzada com

EphBl humana, EphB2 humana, EphB3 humana ou EphB6 humana.

2. O anticorpo da reivindicagcdo 1, em que o anticorpo
compreende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-Hl1, HVR-H2Z2, e HVR-
H3, em que cada, por ordem, compreende:

(i) SEQ ID NO:9, 11, 13, 1, 3, e 7;

(ii) SEQ ID NO:10, 12, 14, 1, 3, e 8;

(iii) SEQ ID NO:9, 11, 15, 2, 4, e 7;

(iv) SEQ ID NO:9, 11, 16, 1, 5, e 7; ou

(v) SEQ ID NO:9, 11, 17, 1, 6, e 7.

3. O anticorpo da reivindicacdo 1 ou da reivindicacado 2,
em que o anticorpo compreende uma sequéncia estrutural de
consenso do subgrupo III humana para uma cadeia pesada e
compreende uma substituigdo em uma ou mais das posicgdes 71,

73 ou 78, opcionalmente um ou mais de R71A, N73T, ou N78A.

4. Um polinucledétido codificando um anticorpo de qualquer

das reivindicacbes 1-3.

5. Um vetor compreendendo o) polinucledtido da

reivindicacdo 4, em que, opcionalmente, o vetor é um vetor
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de expresséao.

6. Uma célula hospedeira compreendendo um vetor da
reivindicacdo 5, em que, opcionalmente, a célula hospedeira

é de mamifero.

7. Um método 1in vitro para a obtencdo de um anticorpo ou
imunoconijugado anti-EphB4, o dito método compreendendo (a)

a expressao num vetor de expressao da reivindicacdo 5 numa

célula Thospedeira adequada, e (b) a recuperacgdo do
anticorpo.
3. Um método para a detecdo de EphB4, o método

compreendendo detetar um complexo EphB4-anticorpo anti-
EphB4 numa amostra bioldgica,

em que o anticorpo anti-EphB4 no complexo € um anticorpo
anti-EphB4 de qualguer das reivindicagdes 1-3, em que,
opcionalmente, o anticorpo anti-EphB4 ¢é marcado de forma
detetavel.

9. Um método para o diagndstico de um tumor, cancro e/ou
disturbio proliferativo celular associado a expressédo de
EphB4, o método compreendendo detetar um complexo EphB4-
anticorpo anti-EphB4 numa amostra bioldgica de um paciente
gque tem ou suspeita-se ter o disturbio,

em gque o anticorpo anti-EphB4 no complexo €& um anticorpo
anti-EphB4 de gualguer das reivindicag¢gbes 1-3, em dque,
opcionalmente, o anticorpo anti-EphB4 ¢é marcado de forma
detetéavel.

10. Uma composicdo compreendendo um anticorpo anti-EphBR4
de qualgquer das reivindicacgdes 1-3 ou um polinucledtido ou
vetor da reivindicagcdo 4 ou 5, em gque, opcionalmente, a

composicdo compreende ainda um veiculo.
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11. O anticorpo anti-EphB4 de qualquer das reivindicacgdes

1-3, para utilizagdo num método de tratamento médico.

12. O anticorpo anti-EphB4 para utilizacao da
reivindicacdo 11, o qual é para utilizacdo num método de
inibicao da angiogénese, o) método compreendendo a
administracdo de uma quantidade eficaz do anticorpo a um
sujeito em necessidade de tal tratamento, o método,
opcionalmente, compreendendo ainda administrar ao sujeito
uma quantidade eficaz de um agente anti-angiogénico, em que
0 agente anti-angiogénico é, opcionalmente, um antagonista
do fator de crescimento celular endotelial vascular (VEGF),
opcionalmente, ainda um anticorpo anti-VEGF, ainda mais

opcionalmente, bevacizumab.

13. O anticorpo anti-EphB4 para utilizacgao da
reivindicagéo 12, o método compreendendo ainda administrar

uma quantidade eficaz de um agente quimioterapéutico.

14. O anticorpo anti-EphB4 para utilizacao de qualquer uma
das reivindicagdes 11-13, o qual ¢é para utilizacgdo num
método de tratamento de um cancro, um tumor, e/ou um
disturbio proliferativo celular, o método compreendendo a
administracdo de uma quantidade eficaz do anticorpo a um

sujeito em necessidade de tal tratamento.

15. Utilizacado de um anticorpo anti-EphB4 de qualquer das
reivindicagbes 1-3 na preparacdo de um medicamento para a
inibicdo da angiogénese e/ou tratamento de um cancro, um

tumor, e/ou um disturbio proliferativo celular.

Lisboa, 16 de Dezembro de 2014
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RESUMO
ANTICORPOS ANTI-EPBH4 E METODOS QUE OS UTILIZAM
A  invencdo proporciona anticorpos anti-EphB4, e

composicdes que os compreendem, e métodos de utilizacéo

destes anticorpos.
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Sequéncias Estruturais da Cadeia Leve de huMAb4D5-8

LC-FR1  lasp Ile Gin Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser lLeu Ser Ala Ser val Gly
Asp Arg val Thr Ile Tar Cys®® (SEQ ID NO: 42)

LCFR2 *Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr??
(SEQ ID NO: 43)

LC-FR3  57Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser aArg Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pre Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr (ys®®
(SEQ D NO: 44)

LC-FR4  ®®rhe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys'®7 (SEQ ID NO: 45)
Sequéncias Estruturals da Cadeia Pesada de hulMAb4D5-8

HC-FRT 1Glu val Gln Lew Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser?® (SEQ ID HO: 46)

HCFR2 3Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp vali®
(SEQ ID NO: 47)

HCFR3 ®Sarg phe Tnr lie Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
Met Asn®3 ser®32 Leu®3® arg®¥c ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr cys%?
(SEQ 1D NO: 48)

HC-FR4 1931prp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser!l® (SEQ ID wO: 49)

FiG. 4

Seqguéncias Estruturais da Cadela L eve de hulMAb4D5-8 Modificada na Posiclo 66 {Sublinhado}

LC-FR1  lasp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys?® (SEQ 1D NO: 42)

LC-FRZ 35Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr®?
(SEQ ID NO: 43)

LC-FR3  f7¢ly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Glv Ser Gly Thr Asp Phe Thr
Leu Thr lle Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys®B
(8EQ ID No: 50)

LC-FR4  #¥phe arg Gln ¢ly Thr Lys Val ¢lu Ile zysi0? (SEQ ID NO: 45)

Sequéncias Estruturais da Cadela Pesada de hulAb4D5-8 Modificada nas Posigbes 71, 73 & 78 {Sublinhado}

HC-FR1 1Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser?® (SEQ ID NO: 46)

HC-FR2  3S7rp val Arg Gln Ala Pro Giy Lys Gly Leu Glu Trp val‘s
(SEQ ID NO: 47)

HC-FR3 %SArg Phe Thr Tle Ser Arq Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
Met Asn83 SerB83a Leul3b Arg83c Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys®? (SEQ ID NO: 51)

HC-FR4 1%rrp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser!!3 (SEQ ID NO: 49)

FiIG. 5
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30.35

Vi

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTISGYY IHWVRQAPGKGLEWVGGI YPYSGSTDY
ADSVKGYADSVRGRETISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVY YCARGSGLRLGGLDYAMDYWGOGTL VT

(SEQ ID MQ:53)

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVS TAVARYQOKPGKAPKLLIYSASFL.YSGVES
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOSYTTPPTFGOGTKVEIRR (SEQ ID NO:54)

30.35.1p2

Vi

EVOLVESGGGLVOPGGSTRLSCAASGFTISGYY IHWVROAPGKGLEWVGGTYPYSGSTDY
ADSVKGYADSVRGRFTI SADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY Y CARSSGLRLGGLDYAMDYWGQGTLYT

(SEQ ID NO:55)

VI

DIOMTOSPSSLSASVEDRVT ITCRASODSEI FLAWYQOKPGRAPKLL I YSASNLESGVPS
RFSGSGSCTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOSNAVPLTFEOGTKVEIKR (SEQ ID NO:56)

30.35.2D8

VH

EVQLVESGGGLYVQPGCSLRLSCAASGFSISNY YLHWVRQAPGRGLEWVGGIYLYGSSSEY
ADSVRGYADSVRGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVY YCARCGSCGLRLGGLDYAMDYWGQGTLYT

{SEQ ID NO:57)

VL

DIOMTOSPSELSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQORPGRKAPKLLIYSASFLYSGVPS
RFSGSGSCTDFTLTISSLOPEDFATYYCOESTTTPPTFGOGTRVEIRR (SEQ ID NO:538)

30.35.2Dp12

VH

EVOLVESGGGLVQGPGGSLRLSCAASGETISGY Y IHWVROAPGKGLEWVGGIYLYSGSRGY
ADSVEGYADSVEGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVY YCARGSCLRLGGLLOYAMDYWCGOGTLYT

(SEQ ID NO:5%)

VL

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQOKPCGRAPKLLIYSASFLYSGVES
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOKSETIPPSFGQGTRVEIKR (SEQ ID NO:60)

30.35.2D13

VH

EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCARSGFTISGY Y THWVRQAPGKGLEWVGG I YLY SGSTDY
ADSVKGYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVY Y CARGSGLRLGGLDYAMDYWGQGTLYT

(SEQ ID NO:61)

VL

DIQNTQSPSSLSASVGDRVT ITCRASODVSTAVARYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOTAQTPETFGOCTKVETKR (SEQ ID NO:62)

FIG. 6
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