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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "ANTICOR-
POS PARA RECEPTOR DE FATOR DE CRESCIMENTO | SEMELHANTE
A INSULINA".

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério dos Es-
tados Unidos N2 60/259.927, depositado em 5 de janeiro de 2001.
FUNDAMENTOS DA INVENGAO

O fator de crescimento semelhante & insulina (IGF-I) é um poli-
peptideo de 7,5 kD que circula no plasma em altas concentragdes e é de-
tectdvel na maioria dos tecidos. IGF-I estimula a diferenciagéo e a prolifera-
¢éo celular, e é necessario para a maioria dos tipos de células dos mamife-
ros para manutengdo da proliferacéo. Estes tipos celulares incluem, entre
outros, fibroblastos dipléides humanos, células epiteliais, células da muscu-
latura lisa, linfocitos T, células neurais, células mieldides, condrdcitos, osteo-
blastos e células tronco da medula dssea. Para uma revisdo da ampla varie-
dade de tipos celulares para os quais a interagdo IGF-I/receptor de IGF-|
media a proliferacéo celular, ver Goldring et al., Eukar. Gene Express., 1: 31
- 326 (1991).

A primeira etapa no caminho de transdugéo levando a prolifera-
¢do ou diferenciagdo celular estimulada por IGF- é ligagéo de IGF-I ou IGF-
Il (ou insulina em concentragdes suprafisioldgicas) ao receptor de IGF-I. O
receptor de IGF-| € composto de dois tipos de subunidades: uma subunidade
alfa (uma proteina de 130 - 135 kD que é inteiramente extracelular e funcio-
na na ligagao de ligante) e uma subunidade beta (uma proteina transmem-
brana de 95 kD, com dominios citoplasmaticos e transmembrana). O IGF-IR
pertence a familia de receptores de fator de crescimento de tirosina quinase
(Ullrich et al., Cell 61: 203 - 212, 1990), e é estruturalmente semelhante ao
receptor de insulina (Ullrich et al., EMBO J. 5: 2503 - 2512, 1986)..O IGF-IR
é inicialmente sintetizado como um polipeptideo pré-receptor de cadeia uni-
ca que é processado por glicosilagdo, clivagem proteolitica, e ligagéo cova-
lente para reunir em um heterotetramero de 460 kD maduro compreendendo
duas subunidades alfa e duas subunidades beta. A subunidade(s) beta pos-

sui(em) atividade de tirosina quinase ativada por ligante. Esta atividade esta
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implicada nos caminhos de sinalizagdo mediando a agao de ligante que en-
volvem autofosforilagdo da subunidade beta e fosforilagao dos substratos de
IGF-IR.

In vivo, os niveis de soro de IGF-| sdo dependentes da presenca
de horménio do crescimento pituitaria (GH). Embora o figado seja um local
importante da sintese de IGF-I GH-dependente, pesquisa recente indica que
a maioria dos tecidos normais também produz IGF-l. Uma variedade de teci-
dos neoplasticos também podem produzir IGF-I. Portanto IGF-l pode agir
como um regulador da proliferagao celular normal e anormal através de me-
canismos autécrinos ou paracrinos, bem como enddcrinos. IGF-I e IGF-II
ligam as proteinas de ligagao de IGF (IGFBPs) in vivo. A disponibilidade de
IGF livre para interagdo com o IGF-IR é modulada pelas IGFBPs. Para uma
revisao de IGFBPs e IGF-I, ver Grimberg et al., J. Cell. Physiol. 183: 1 - 9,
2000.

Isto é evidéncia consideravel para um papel para IGF-1 e/ou IGF-
IR na manuteng@o de células tumorais in vitro e in vivo. Os niveis de IGF-IR
estao elevados em tumores dos pulmdes (Kaiser et al., J. Cancer Res. Clin
Oncol. 119: 665 - 668, 1993; Moody et al., Life Sciences 52: 1161 - 1173,
1993; Macauley et al., Cancer Res., 50: 2511 - 2517, 1990), de mama (Po-
llak et al., Cancer Lett. 38: 223 - 230, 1987; Foekens et al., Cancer Res. 49:
7002 - 7009, 1989; Cullen et al., Cancer Res. 49: 7002 - 7009, 1990; Arteaga
et al., J. Clin. Invest. 84: 1418 - 1423, 1989), da prostata e do célon (Re-
maole-Bennet et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 75: 609 - 616, 1992; Guo et
al., Gastroenterol. 102: 1101 - 1108, 1992). A expressdo desregulada de
IGF-I no epitélio da préstata leva a neoplasia em camundongos transgénicos
(DiGiovanni et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 3455 - 60, 2000). Além dis-
so, IGF-I parece ser um estimulador autécrino de gliomas humanos (San-
dberg-Nordqvist et al., Cancer Res. 53: 2475 - 2478, 1993), ao passo que
IGF-I estimulou o crescimento de fibrossarcomas que superexpressaram
IGF-IR (Butler et al., Cancer Res. 58: 3021 - 27, 1998). Além disso, individu-
os com niveis de IGF-I "normais elevados" tém um maior risco de canceres

comuns em comparag@o com individuos com niveis de IGF-I na faixa de
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"normal baixo" (Rosen et al., Trends Endocrinol. Metab. 10: 136 - 41, 1999).
Muitos destes tipos de células tumorais respondem a IGF-I com um sinal
proliferativo em cultura (Nakanishi et al., J. Clin. Invest. 82: 354 - 359, 1988;
Freed et al., J. Mol, Endocrinol. 3; 509 - 514, 1989), e foram postuladas alcas
autdcrinas ou parécrinas para proliferagéo in vivo (LeRoith et al., Endocrine
Revs. 16: 143 - 163, 1995; Yee et al., Mol. Endocrinol. 3: 509 - 514, 1989).
Para uma revisao do papel que a interagao IGF-l/receptor de IGF-I desem-
penha no crescimento de uma variedade de tumores humanos, ver Macau-
lay, Br. J. Cancer, 65: 311 - 320, 1992.

Niveis aumentados de IGF-l também se correlacionam com vari-
os estados patoldgicos nao-cancerosos, inclusive acromegalia e gigantismo
(Barkan, Cleveland Clin. J. Med, 65: 343, 347 - 349, 1998), ao passo que a
funcdo anormal IGF-I/ receptor de IGF-I foi implicada na psoriase (Wraight et
al., Nat. Biotech. 18: 521 - 526, 2000), aterosclerose e restenose do musculo
liso de vasos sangiineos apds angioplastia (Bayes-Genis et al., Circ. Res.
86: 125 - 130, 2000). Niveis aumentados de IGF-I também podem ser um
problema no diabetes ou em complicagdes do mesmo, tais como prolifera-
¢ao microvascular (Smith et al., Nat. Med. 5: 1390 - 1395, 1999). Niveis re-
duzidos de IGF-I, que ocorrem, entre outros, em casos quando 0s niveis de
soro de GH séo reduzidos ou quando ha uma insensibilidade ou resisténcia
a GH, estao associados com disturbios tais como baixa estatura (Laron, Pa-
ediatr. Drugs 1: 155 - 159, 1999), neuropatia, redugdo da massa muscular e
osteoporose (Rosen et al., Trends Endocrinol. Metab. 10: 136 - 141, 1999).

Usando vetores de expresséo anti-sentido ou oligonucleotideos
anti-sentido para o0 RNA de IGF-IR, foi mostrado que a interferéncia com
IGF-IR leva a inibigao do crescimento celular mediado por IGF-I ou mediado
por IGF-II (ver, por exemplo, Wraight et al., Nat. Biotech. 18: 521 - 526,
2000). A estratégia anti-sentido teve sucesso na inibigao da proliferagao ce-
lular em varios tipos de células normais e em linhagens de células de tumo-
res humanos. O crescimento também pode ser inibido usando anélogos de
peptideos de IGF-I (Pietrzkowski et al., Cell Growth & Diff. 3: 199 - 205,
1992; e Pietrzkowski et al., Mol. Cell. Biol., 12: 3883 - 3889, 1992), ou um



¥,

10

15

20

25

30

cvewap
- .
-
ve
o
ees
ceenl
s
s .
- -
<
veeass
ve aa

-
v =

vetor expressando um RNA anti-sentido para o RNA de IGF-I (Trojan et al.,
Science 259: 94 - 97, 1992). Além disso, anticorpos para IGF-IR (Arteaga et
al., Breast Canc. Res. Treatm., 22: 101 - 106, 1992; e Kalebic et al., Cancer
Res. 54: 5531 - 5534, 1994), e mutantes dominantes negativos de IGF-IR
(Prager et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 2181 - 2185, 1994; Li et al., J.
Biol. Chem., 269: 32558 - 32564, 1994 e Jiang et al., Oncogene 18: 6071 -
77, 1999), podem reverter o fendtipo transformado, inibir a tumorigénese, e
induzir a perda do fenétipo metastatico.

IGF-I também é importante na regulagao da apoptose. A apopto-
se, que é morte celular programada, esta envolvida em uma ampla varieda-
de de processos de desenvolvimento, inclusive maturagao do sistema imune
e nervoso. Além deste papel no desenvolvimento, a apoptose também foi
implicada como uma importante proteg¢ao celular contra tumorigénese (Willi-
ams, Cell 65: 1097 - 1098, 1991; Lane, Nature 362: 786 - 787, 1993). A su-
pressao do programa apoptoético, por uma variedade de lesbes genéticas,
pode contribuir para o desenvolvimento e a progresséo de malignidades.

IGF-I protege contra apoptose induzida pela retirada de citocina
em células hematopoiéticas IL-3-dependentes (Rodriguez-Tarduchy, G. et
al., J. Immunol. 149: 535 - 540, 1992), e da retirada de soro em células Rat-
1/mycER (Harrington, E., et al., EMBO J. 13: 3286 - 3295, 1994). A funcéo
antiapoptotica de IGF-I é importante no estégio pés-compromisso do ciclo
celular e também em células bloqueadas na progressao do ciclo celular por
etoposideo ou timidina. A demonstragao de que fibroblastos orientados por
c-myc sao dependentes de IGF-| para sua sobrevivéncia sugere que ha im-
portante papel para o IGF-IR na manuten¢do de células tumorais especifi-
camente inibindo apoptose, um papel distinto dos efeitos proliferativos de
IGF-I ou IGF-IR. Este seria semelhante a um papel que seria desempenhado
por outros genes antiapoptdticos tais como bcl-2 na estimulagéo da sobrevi-
véncia dos tumores (McDonnell et al., Cell 57: 79 - 88, 1989, Hockenberry et
al., Nature 348: 334 - 336, 1990).

Os efeitos protetores de IGF-I sobre a apoptose sdo dependen-

tes de ter IGF-IR presente nas células para interagir com IGF-| (Resnicoff et
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al., Cancer Res. 55: 3739 - 3741, 1995). O suporte para uma fungéo antia-
poptética de IGF-IR na manutengao de células tumorais foi também propor-
cionado por um estudo usando oligonucleotideos anti-sentido para o IGF-IR
que identificaram uma relagao quantitativa entre os niveis de IGF-IR, o grau
de apoptose e o potencial tumorigénico de um tumor singénico de rato (Res-
cinoff et al., Cancer Res. 55: 3739 - 3741, 1995). Foi visto que um IGF-IR
superexpresso protege células tumorais in vitro contra apoptose induzida por
etoposideo (Sell et al., Cancer Res. 55: 303 - 306, 1995) e, de modo ainda
mais dramatico, que uma redugdo nos niveis de IGF-IR abaixo dos niveis
selvagens provocaram massiva apoptose de células tumorais in vivo (Resni-
coff et al., Cancer Res. 55: 2463 - 2469, 1995).

Estratégias potenciais para induzir apoptose ou para inibir a pro-
liferagdo celular associada com aumento dos niveis de IGF-I, aumento dos
niveis de IGF-Il e/ou aumento dos niveis de receptor IGF-IR incluem suprimir
os niveis de IGF-I ou os niveis de IGF-Il ou evitar a ligagéo de IGF-I ao IGF-
IR. Por exemplo, foi empregado o octreotideo analogo de somatostatina de
longa agdo para reduzir a sintese efou secregdo de IGF. Foi usado IGF-IR
soluvel para induzir apoptose em células tumorais in vivo e para inibir a tu-
morigénese em um sistema de animal experimental (D'Ambrosio et al., Can-
cer Res. 56: 4013 - 20, 1996). Além disso, oligonucleotideos anti-sentido
IGF-IR , anélogos de peptideos de IGF-I, e anticorpos para IGF-IR foram
usados para reduzir a expressdo de IGF-l ou IGF-IR (ver acima). No entanto,
nenhum destes compostos foi adequado para administragdo de longa dura-
¢ao a pacientes humanos. Além disso, embora IGF-| tenha sido administrado
a pacientes para tratamento da baixa estatura, osteoporose, redugéo da
massa muscular, neuropatia ou diabetes, a ligagdo de IGF-l a IGFBPs tem
freqlientemente tornado o tratamento com IGF-| dificil ou ineficaz.

Por conseguinte, em vista dos papéis que IGF-I e IGF-IR tém em
distirbios tais como cancer e outros disturbios proliferativos quando IGF-I
efou IGF-IR sdo superexpressos, e 0s papéis que muito pouco IGF-I e IGF-
IR tém em tais distlrbios tais como baixa estatura e fraquesa quando ou

IGF-| efou IGF-IR sdo subexpressos, seria desejavel produzir anticorpos
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para IGF-IR que possam ser usados para ou inibir ou estimular IGF-IR. Em-
bora tenha sido relatado que foram encontrados anticorpos anti-IGF-IR em
alguns pacientes com doengas auto-imunes, nenhum destes anticorpos foi
purificado e ndo foi demonstrado que nenhum seja adequado para inibir a
atividade de IGF-| para fins diagndsticos ou clinicos. Ver, por exemplo,
Thompson et al., Pediat. Res. 32: 455 - 459, 1988; Tappy et al., Diabetes 37:
1708 - 1714, 1988; Weightman et al., Autoimmunity 16: 251 - 257, 1993;
Drexhage et al., Nether. J. of Med. 45: 285 - 293, 1994. Portanto, seria de-
sejavel obter anticorpos anti-IGF-IR humanos de alta afinidade que possam
ser usados para tratar doengas em seres humanos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras 1A-1C mostram alinhamentos das sequéncias de nu-
cleotideos das regioes varidveis de cadeia leve de seis anticorpos anti-IGF-
IR humanos umas as outras e para seqiiéncias da linhagem-germinativa
("germline”). A Figura 1A mostra o alinhamento das seqiiéncias de nucleoti-
deos da regiao varidvel da cadeia leve (VL) de anticorpos 2.12.1 (SEQ ID
NO: 1) 2.13.2 (SEQ ID NO: 5), 2.14.3 (SEQ ID NO: 9) e 4.9.2 (SEQ ID NO:
13) umas as outras e para a seqiéncia da linhagem-germinativa Vx A30
(SEQ ID NO: 39). A Figura 1B mostra o alinhamento da sequéncia de nucle-
otideos de VL do anticorpo 4.17.3 (SEQ ID NO: 17) para a seqiiéncia da fi-
nhagem-germinativa ("germling’) Vk 012 (SEQ ID NO: 41). A Figura 1C
mostra o alinhamento da seqiiéncia de nucleotideos de VL do anticorpo
6.1.1 (SEQ ID NO: 21) para a seqliéncia da linhagem-germinativa ("germli-
ne") Vk A27 (SEQ ID NO: 37). Os alinhamentos também mostram as regides
CDR do VL de cada anticorpo. As seqiiéncias de consenso para as Figuras
1A-1C sao mostradas na SEQ ID NOS: 53 - 55, respectivamente.

As Figuras 2A-2D mostram alinhamentos das regides varidveis
das seqiiéncias de nucleotideos da cadeia pesada de seis anticorpos anti-
IGF-IR humanos umas as outras e para seqiéncias de aminoacidos. A Figu-
ra 2A mostra o alinhamento da seqtiéncia de nucleotideos do VH do anticor-
po 2.12.1 (SEQ ID NO: 3) para a seqliéncia da linhagem-germinativa ("ger-
mline"} VH DP-35 (SEQ ID NO: 29). A Figura 2B mostra o alinhamento da
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seqliéncia de nucleotideos do VH do anticorpo 2.14.3 (SEQ ID NO: 11) para
a seqiiéncia da linhagem-germinativa ("germline") VIV-4/4.35 (SEQ ID NO:
43). As Figuras 2C-1 e 2C-2 mostram os alinhamentos das seqUiéncias de
nucleotideos do VH de anticorpos 2.13.2 (SEQ ID NO: 7), 4.9.2 (SEQ ID NO:
15) e 6.1.1 (SEQ ID NO: 23) umas as outras e para a seqiiéncia da linha-
gem-germinativa ("germline") VH DP-47 (SEQ ID NO: 31). As Figuras 2D
mostra o alinhamento da sequéncia de nucleotideos do VH do anticorpo
4.17.3 (SEQ ID NO: 19) para a seqiiéncia da linhagem-germinativa ("germli-
ne") VH DP-71 (SEQ ID NO: 35). O alinhamento também mostra as regides
CDR dos anticorpos. As sequéncias de consenso para as Figuras 2A-2D séo
mostradas na SEQ ID NOS: 56-59, respectivamente.

A Figura 3 mostra que anticorpos anti-IGF-IR 2.13.2, 49.2 e
2.12.1 inibem a ligagdo de IGF-| a células 3T3-IGF-IR.

A Figura 4 mostra que anticorpo anti-IGF-IR 4.9.2 inibe a fosfo-
tilagdo de tirosina de receptor induzida por IGF- (painel superior) e induz a
baixa-regulagdo de IGF-IR na superficie celular (painel inferior).

A Figura 5 mostra que anticorpos anti-IGF-IR 2.13.2 ¢ 4.9.2 re-
duzem o sinal de fosfotirosina de IGF-1R em tumores de 3T3-IGF-IR.

A Figura 6 mostra que anticorpos anti-IGF-IR 2,13.2 e 4.9.2 re-
duzem IGF-IR em tumores de 3T3-IGF-IR.

A Figura 7 mostra que anticorpo anti-IGF-IR 2.13.2 inibe o cres-
cimento de tumor de 3T3-IGF-IR in vivo sozinho (painel da esquerda) ou em
combinagao com adriamicina (painel da direita).

A Figura 8 mostra a relagao entre o0s niveis de soro de anticorpo
anti-IGF-IR 2.13.2 e a baixa-regulagao de |GF-IR em tumores de 3T3-IGF-
IR.

A Figura 9 mostra que multiplas doses do anticorpo anti-lGF-IR
2.13.2 inibem o crescimento de tumor de 3T3-IGF-IR in vivo sozinho ou em
combinagao com adriamicina.

A Figura 10 mostra que o anticorpo anti-IGF-IR 2.13.2 inibe o
crescimento de grandes tumores in vivo em combinagdo com adriamicina.

A Figura 11 mostra que o anticorpo anti-IGF-IR 2.13.2 inibe o
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crescimento de tumor Colo 205 in vivo sozinho ou em combinagcdo com 5-
deoxiuridina (5-FU).

A Figura 12 mostra que muiltiplas doses do anticorpo anti-IGF-IR
2.13.2 inibem o crescimento de tumor Colo 205 in vivo sozinho ou em com-
binagao com 5-FU.

A Figura 13 mostra que muiltiplas doses do anticorpo anti-IGF-IR
2.13.2 inibem o crescimento de tumor MCF-7 in vivo sozinho ou em combi-
nagéo com taxol.

A Figura 14 mostra que o anticorpo anti-IGF-IR 2.13.2 inibe o
crescimento de tumor MCF-7 in vivo sozinho (painel da esquerda) ou em
combinagao com adriamicina (painel da direita).

A Figura 15 mostra que maltiplas doses do anticorpo anti-IGF-IR
2.13.2 inibem o crescimento de tumor MCF-7 in vivo sozinho ou em combi-
nagdo com tamoxifen.

A Figura 16 mostra que mltiplas doses do anticorpo anti-IGF-IR
2.13.2 inibem o crescimento de tumor A431 in vivo sozinho ou em combina-
¢do com o inibidor de tirosina quinase receptor de fator de crescimento epi-
dérmico (EGF-R) CP-358.774.

A Figura 17 mostra uma avaliagao farmacocinética de uma unica
injecao intravenosa do anticorpo anti-IGF-IR 2.13.2 em macacos Cynomolo-
gus.

A Figura 18 mostra que a combinagéo do anticorpo anti-IGF-IR
2.13.2 e adriamicina aumenta a baixa-regulagéo de IGF-IR em tumores 3T3-
IGF-IR in vivo.

A Figura 19A mostra o nimero de mutagdes em diferentes regi-
oes das cadeias pesadas e leves de 2.13.2 ¢ 2.12.1 comparadas as sequién-
cias da linhagem-germinativa (“germline”).

As Figuras 19A-D mostram alinhamentos das seqiiéncias de
aminodcidos das cadeias pesadas e leves dos anticorpos 2.13.2 e 2.12.1
com as seqliéncias da linhagem-germinativa ("germline”) das quais s&o deri-
vadas. A Figura 19B mostra um alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos

da cadeia pesada do anticorpo 2.13.2 (SEQ ID NO: 45) com a seqliéncia de
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linhagem-germinativa ("germline") DP-47(3-23)/D6-19/JH6 (SEQ ID NO: 46).
A Figura 19C mostra um alinhamento da seqléncia de aminoacidos da ca-
deia leve de anticorpo 2.13.2 (SEQ ID NO: 47) com a da sequéncia de linha-
gem-germinativa ("germline") A30/Jk2 (SEQ ID NO: 48). A Figura 19D mos-
tra um alinhamento da seqiiéncia de aminoécidos da cadeia pesada do anti-
corpo 2.12.1 (SEQ ID NO: 49) com a da seqiiéncia de linhagem-germinativa
("germline") DP-35(3-11)/D3-3/JH6 (SEQ ID NO: 50). A Figura 19E mostra
um alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da cadeia leve de anticorpo
2.12.1 (SEQ ID NO: 51) com a da seqiéncia de aminoécidos A30/Jk1(SEQ
ID NO: 52). Para as Figuras 19B-E, as seqiiéncias de sinal estdo em italico,
as CDRs estao sublinhadas, os dominios constantes estdo em negrito, as
mutacGes de estrutura (FR) estdo ressaltadas com um sinal de mais ("+")
acima do residuo aminodcido e as mutagdes de CDR estéo ressaltadas com
um asterisco acima do residuo aminoacido.
SUMARIO DA INVENGAQ

A presente invengédo fornece um anticorpo isolado ou por¢éc de

ligagéo de antigeno do mesmo que liga IGF-IR, preferenciaimente um que
liga um IGF-IR de primata e humano, e mais preferencialmente um que é um
anticorpo humano. A invengéo fornece um anticorpo anti-IGF-IR que inibe a
ligagao de IGF-I ou IGF-Il a IGF-IR, e também fornece um anticorpo anti-
IGF-IR que ativa IGF-IR.

A invengdo fornece uma composi¢do farmacéutica compreen-
dendo o anticorpo e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. A composigao
farmacéutica pode ainda compreender outro componente, tais como um
agente antitumoral ou um reagente para estudo por imagens.

Métodos diagnésticos e terapéuticos sdo também fornecidos
pela invencao. Métodos diagndsticos incluem um método para diagnosticar a
presenga ou a localizagdo de um tecido expressando IGF-IR usando um an-
ticorpo anti-IGF-IR. Um método terapéutico compreende administrar o anti-
corpo a um individuo que necessite do mesmo, preferencialmente em con-
junto com a administracao de outro agente terapéutico.

A inveng¢do fornece uma linhagem celular isolada, tal como um
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hibridoma, que produz um anticorpo anti-IGF-IR.

A invengéo também fornece moléculas de &cidos nucléicos codi-
ficando as porgdes dos mesmos de ligagéo de antigeno de cadeia pesada
e/ou de cadeia leve de um anticorpo anti-IGF-IR. A invengao forece vetores
e células hospedeiras compreendendo as moléculas de acido nucléico, bem
como métodos para produzir de modo recombinante os polipeptideos codifi-
cados pelas moléculas de acidos nucléicos.

Também sao fornecidos animais transgénicos nao-humanos que
expressam as por¢des dos mesmos de ligagdo de antigeno de cadeia pesa-
da e/ou de cadeia leve de um anticorpo anti-IGF-IR. A invengéo também for-
nece um método para tratar um individuo que necessite do mesmo com uma
quantidade eficaz de uma molécula de acido nucléico codificando as porgdes
dos mesmos de ligagdo de antigeno de cadeia pesada e/ou de cadeia leve
de um anticorpo anti-IGF-IR.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

Definicoes e Técnicas Gerais

A menos que definido de outro modo neste relatério, os termos
cientificos e técnicos usados em conex@o com a presente invengao devem
ter os significados que sdo entendidos comumente por aqueles versados na
técnica. Além disso, a menos que requerido de outro modo pelo contexto,
termos singulares devem incluir pluralidades e termos plurais devem incluir o
singular. De modo geral, nomenclaturas usadas em conexao com, e técnicas
de, cultura celular e de tecido, biologia molecular, imunologia, microbiologia,
genética e quimica de proteinas e de acidos nucléicos e hibridizagdo des-
critas neste relatério sao de conhecimento geral e usadas comumente na
técnica. Os métodos e técnicas da presente invengao sao geralmente reali-
zados de acordo com métodos convencionais de conhecimento geral na téc-
nica e como descritos em varias referéncias gerais e mais especificas que
sdo citadas e discutidas do inicio ao fim do presente relatério descritivo a
menbs que indicado de outro modo. Ver, por exemplo, Sambrook et al. Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) e Ausubel et al., Current Protocols in

JO



2 o &

10

15

20

25

30

.
ecvacee

ec
sseeas

11

sesces
.
epoeve
evee
veee
-
cace
* o
oe
oo
-
e
ee o
ce »

Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), e Harlow e Lane
Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1990), os quais s&o incorporados a este relatério por
meio de referéncia. Reagdes enzimaticas e técnicas de purificagdo sdo reali-
zadas de acordo com as especificagbes do fabricante, como feito comu-
mente na técnica ou como descrito neste relatério. As nomenclaturas usadas
em conexao com, e os procedimentos laboratoriais e técnicas de, quimica
analitica, quimica organica sintética, e quimica medicinal e farmacéutica
descritas neste relatério sdo aquelas de conhecimento geral e usadas co-
mumente na técnica. Sdo usadas técnicas padrdo para sinteses quimicas,
andlises quimicas, preparagdo farmacéutica, formulagéo, e liberagéo, e tra-
tamento de pacientes.

Os termos seguintes, a menos que indicado de outro modo, de-
vem ser entendidos como tendo os seguintes significados:

O termo "polipeptideo” engloba proteinas naturais ou artificiais,
fragmentos de proteina e analogos de polipeptideos de uma seqiiéncia de
proteina. Um polipeptideo pode ser monomérico ou polimérico.

O termo "proteina isolada" ou "polipeptideo isolado" é uma pro-
teina ou polipeptideo que em virtude de sua origem ou fonte de derivagéo (1)
nao estd associado com componentes associados naturalmente que o
acompanham em seu estado natural, (2) € livre de outras proteinas da mes-
ma espécie, (3) € expresso por uma célula de uma especie diferente, ou (4)
nao ocorre na natureza. Portanto, um polipeptideo que € sintetizado quimi-
camente ou sintetizado em um sistema celular diferente da célula da qual se
origina naturalmente sera "isolado" de seus componentes associados natu-
ralmente. Uma proteina também pode ser tornada essencialmente livre de
componentes associados naturalmente por meio de isolamento, usando téc-
nicas de purificagdo de proteinas de conhecimento geral na técnica.

Uma proteina ou polipeptideo é "substancialmente pura/o,"
"substancialmente homogénea/o" ou "substancialmente purificada/o" quando
no minimo cerca de 60 a 75 % de uma amostra apresenta uma (nica espé-

cie de polipeptideo. O polipeptideo ou proteina pode ser monomerico ou
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multimérico. Um polipeptideo ou uma proteina substancialmente puros tipi-
camente compreenderao cerca de 50 %, 60, 70 %, 80 % ou 90 % em peso
de uma amostra de proteina, mais geralmente cerca de 95 %, e preferenci-
almente serdo mais de 99 % puros. A pureza ou homogeneidade da proteina
pode ser indicada por uma série de meios de conhecimento geral na técnica,
tais como eletroforese de gel de poliacrilamida de uma amostra de proteina,
sequida por visualizagdo de uma Unica banda de polipeptideo corando o gel
com uma mancha de conhecimento geral na técnica. Para certos propésitos,
pode ser proporcionada maior resolugdo usando HPLGC ou outros meios de
conhecimento geral na técnica para purificagéo.

O termo "fragmento de polipeptideo” como usado neste relatorio
refere-se a um polipeptideo que tem uma eliminagéo de terminal amino e/ou
amino carbdxi, mas onde a seqiiéncia de aminodcidos remanescente ¢ idén-
tica as posigdes correspondentes na seqiiéncia que ocorre na natureza. Os
fragmentos tém tipicamente no minimo 5, 6, 8 ou 10 aminoacidos de exten-
sdo, preferencialmente no minimo 14 aminoacidos de extenséo, mais prefe-
rencialmente no minimo 20 aminoacidos de extensao, geralmente no minimo
50 aminodcidos de extensao, ainda mais preferencialmente no minimo 70,
80, 90, 100, 150 ou 200 aminoacidos de extensao.

O termo "andlogo de polipeptideo” como usado neste relatério
refere-se a um polipeptideo que é composto de um segmento de no minimo
25 aminoacidos que tem substancial identidade com uma porgao de uma
sequiéncia de aminoacidos e que tem no minimo uma das seguintes proprie-
dades: (1) ligagao especifica a IGF-IR sob condigoes de ligagao adequadas,
(2) capacidade para bloguear a ligagéo de IGF-I ou IGF-Il a IGF-IR, ou (3)
capacidade para reduzir a expressao na superficie celular de IGF-IR ou fos-
forilagao de tirosina in vitro ou in vivo. Tipicamente, analogos de polipepti-
deos compreendem uma substituicio de aminoécido conservadora (ou in-
sercdo ou eliminagao) com relagido & seqiiéncia que ocorre na natureza.
Andlogos tipicamente tém no minimo 20 aminoacidos de extensao, preferen-
cialmente no minimo 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 ou 200 aminodcidos de

extenséo ou mais, e podem freqlientemente ser tdo longos como um poli-
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peptideo que ocorre na natureza de extensao total.

Substituigdes de aminodcidos preferenciais s@o aquelas que: (1)
reduzem a suscetibilidade a protedlise, (2) reduzem a suscetibilidade a oxi-
dagéo, (3) alteram a afinidade de ligagéo para formar complexos de proteina,
(4) alteram as afinidades de ligagdo, e (4) conferem ou modificam outras
propriedades fisicoquimicas ou funcionais de tais analogos. Analogos podem
incluir varias muteinas de uma sequéncia diferente da seqiiéncia de pepti-
deos que ocorre na natureza. Por exemplo, substituigdes de aminoacidos
tnicas ou mltiplas (preferencialmente substituigdes de aminodcidos conser-
vadoras) podem ser feitas na seqiiéncia que ocorre na natureza (preferenci-
almente na porgao do polipeptideo fora do dominio(s) formando contatos
intermoleculares. Uma substituigdo de aminoécido conservadora néo deve
alterar substancialmente as caracteristicas estruturais da seqiéncia de ori-
gem (por exemplo, uma substituicdo de aminoéacido nao deve tender a rom-
per uma hélice que ocorre na seqiiéncia de origem, ou romper outros tipos
de estrutura secundaria que caracteriza a seqiiéncia de origem). Exemplos
de estruturas secundarias e tercidrias de polipeptideos reconhecidos na téc-
nica sdo descritos em Proteins, Structures and Molecular Principles (Crei-
ghton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)); Introduction to
Protein Structure (C. Branden e J. Tooze, eds., Garland Publishing, New
York, N.Y, (1991)); e Thornton et at. Nature 354: 105 (1991), os quais séo
cada um incorporado a este relatdrio por referéncia.

Andlogos ndo-peptidicos sdo usados comumente na indistria
farmacéutica como drogas com propriedades andlogas as do peptideo de
modelo. Estes tipos de composto néo-peptidico sdo denominados “miméti-
cos de peptideos" ou "peptidomiméticos". Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:
29 (1986); Veber e Freidinger TINS p. 392 (1985); e Evans et al. J. Med
Chem. 30: 1229 (1987), os quais s&o incorporados a este relatdrio por refe-
réncia. Tais compostos sao freqiientemente desenvolvidos com o auxilio de
modelagem molecular computadorizada. Miméticos de peptideos que sao
estruturalmente semelhantes a peptideos terapeuticamente (teis podem ser
usados para produzir um efeito terapéutico ou profilatico equivalente. De
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modo geral, peptidomiméticos s@o estruturalmente semelhantes a um poli-
peptideo de paradigma (isto é, um polipeptideo que tem uma propriedade
bioquimica desejada ou atividade farmacoldgica), tal como um anticorpo
humano, mas tém uma ou mais ligagdes de peptideos opcionalmente subs-
tituidas por uma ligacdo selecionada entre o grupo consistindo em; --CH,NH-
-, ==CHyS--, --CH;-CHy--, --CH=CH-~(cis e trans), --COCHz--, --CH(OH)CH,--,
e -CH,SO--, por meio de métodos de conhecimento geral na técnica. Subs-
tituicdo sistematica de um ou mais aminoécidos de uma seqiéncia de con-
senso com um D-aminodacido do mesmo tipo (por exemplo, D-lisina ao invés
de L-lisina) também pode ser usada para produzir peptideos mais estaveis.
Além disso, peptideos obrigatérios compreendendo uma seqiiéncia de con-
$enso ou Uma variag@o de sequiéncia de consenso substancialmente idénti-
ca pode ser produzida por meio de métodos conhecidos na técnica (Rizo
and Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61: 387 (1992), incorporados a este rela-
tério por referéncia); por exemplo, adicionando residuos de cisteina internos
capazes de formar pontes dissulfeto intramoleculares as quais ciclizam o
peptideo.

Uma "imunoglobulina" é uma molécula tetramérica. Em uma
imunoglobulina natural, cada tetramero é composto de dois pares idénticos
de cadeias de polipeptideo, cada par tendo uma cadeia "leve" (cerca de 25
kDa) e uma "pesada" (cerca de 50 - 70 kDa). A por¢do de terminal amino de
cada cadeia inclui uma regido varidvel de cerca de 100 a 110 ou mais ami-
noacidos essencialmente responsaveis por reconhecimento de antigeno. A
porgéo de terminal carbdxi de cada cadeia define uma regi@o constante pri-
mariamente responsavel pela fungéo efetuador. Cadeias leves humanas sé&o
classificadas como cadeias leves k e A. Cadeias pesadas sao classificadas
como |, 4, ¥, o, ou g, e definem o isétipo de anticorpo como IgM, IgD, IgG,
IgA, e IgE, respectivamente. Dentro de cadeias leves e pesadas, as regides
varidveis e constantes sdo ligadas por uma regiao 'J" de cerca de 12 ou
mais aminoacidos, com a cadeia pesada também incluindo uma regiao "D"
de cerca de 10 mais aminodcidos. Ver de modo geral, Fundamental Im-
munology Ch. 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y. (1989)) (incorpora-
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do por meio de referéncia em sua totalidade para todos os propésitos). As
regides varidveis de cada par de cadeia leve/ pesada formam o sitio de liga-
¢ao de anticorpo de tal modo que uma imunoglobulina intacta tem dois sitios
de ligagao.

Cadeias de imunoglobulina apresentam a mesma estrutura geral
de regides de estrutura relativamente conservadas (FR) ligadas por trés re-
gides hipervaridveis, também denominadas regides determinantes de com-
plementaridade ou CDRs. As CDRs das duas cadeias de cada par sao ali-
nhadas pelas regides de estrutura, possibilitando a ligagao a um epitopo es-
pecifico. Do terminal N para o terminal C, tanto as cadeias leve quanto pe-
sada compreendem os dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e
FR4. A atribuicdo de aminoécidos a cada dominio estd de acordo com as
definicoes de Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest (Natio-
nal Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), ou Chothia & Lesk
J. Mol. Biol. 196: 901 - 917 (1987); Chothia et al. Nature 342: 878 - 883
(1989).

Um "anticorpo" refere-se a uma imunoglobulina intacta ou a uma
porgéo de ligagao de antigeno da mesma que compete com o anticorpo in-
tacto para ligagao especifica. PorgGes de ligagdo de antigeno podem ser
produzidas por meio de técnicas de DNA recombinantes ou por clivagem
enzimética ou quimica de anticorpos intactos. Por¢des de ligagao de antige-
no incluem, entre outras, Fab, Fab', F(ab'),, Fv, dAb, e fragmentos de regi-
des determinantes de complementaridade (CDR), anticorpos de cadeia tnica
(scFv), anticorpos quiméricos, diacorpos e polipeptideos que contém no mi-
nimo uma por¢ao de uma imunoglobulina que é suficiente para conferir liga-
¢éo de antigeno especifica ao polipeptideo.

Conforme usado neste relatério, um anticorpo que é referido
como, por exemplo, 2.12.1, 2,13.2, 2.14.3, 4.9.2, 4.17.3 ¢ 6.1.1, € um anti-
corpo que é derivado do hibridoma do mesmo nome. Por exemplo, o anti-
corpo 2.12.1 é derivado do hibridoma 2.12.1.

Um fragmento Fab é um fragmento monovalente consistindo nos

dominios VL, VH, CL e CH I; um fragmento F(ab'), € um fragmento bivalente
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compreendendo dois fragmentos Fab ligados por uma ponte dissulfeto na
regido de eixo; um fragmento Fd consiste nos dominios VH e CH1; um frag-
mento Fv consiste nos dominios VL e VH de um unico brago de um anticor-
po; e um fragmento dAb (Ward et al., Nature 341: 544 - 546, 1989) consiste
em um dominio VH.

Um anticorpo de cadeia unica (scFv) é um anticorpo no qual re-
gides VL e VH sdo pareadas para formar moléculas monovalentes através
de um ligante sintético que as torna capazes de serem transformadas como
uma Unica cadeia de proteina (Bird et al., Science 242: 423 - 426, 1988 e
Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879 - 5883, 1988). Diacorpos
sao anticorpos bivalentes, biespecificos nos quais os dominios VH e VL sdo
expressos em uma unica cadeia de polipeptideo, mas usando um ligante
que é curto demais para possibilitar o pareamento entre os dois dominios da
mesma cadeia, deste modo forgando os dominios a parear com dominios
complementares a outra cadeia e criar dois sitios de ligagdo de antigeno (ver
por exemplo, Holliger, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444 - 6448,
1993, e Poljak, R. J., et al., Structure 2: 1121 - 1123, 1994). Um ou mais
CDRs podem ser incorporados em uma molécula ou de modo covalente ou
de modo néo-covalente para torna-la uma imunoadesina. Uma imunoadesi-
na pode incorporar os CDR(s) como parte de uma cadeia de polipeptideo
maior, pode ligar de modo covalente a CDR(s) a outra cadeia de polipepti-
deo, ou pode incorporar a CDR(s) de modo ndo-covalente. As CDRs permi-
tem que a imunoadesina ligue especificamente a um antigeno de interesse
em particular.

Um anticorpo pode ter um ou mais sitios de ligagdo. Se houver
mais de um sitio de ligagéo, os sitios de ligagdo podem ser idénticos um ao
outro ou podem ser diferentes. Por exemplo, uma imunoglobulina natural
tem dois sitios de ligagéo idénticos, um anticorpo de cadeia Unica ou frag-
mento Fab tem um sitio de ligagdo, enquanto um anticorpo "biespecifico" ou
"bifuncional" tem dois sitios de ligagao diferentes.

Um "anticorpo isolado" € um anticorpo que (1) nao esta associa-

do com componentes associados naturalmente, inclusive outros anticorpos
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associados naturalmente, que o acompanham em seu estado natural, (2) é
livre de outras proteinas da mesma espécie, (3) é expresso por uma célula
de uma espécie diferente, ou (4) ndo ocorre na natureza. Exemplos de anti-
corpos isolados incluem um anticorpo anti-IGF-IR que foi purificado por afini-
dade usando IGF-IR é um anticorpo isolado, um anticorpo anti-IGF-IR que foi
sintetizado por um hibridoma ou outra linhagem celular in vitro, e um anticor-
po anti-IGF-IR humano derivado de um camundongo transgénico .

O termo "anticorpo humano" inclui todos os anticorpos que tém
uma ou mais regioes varidveis e constantes derivadas de seqiiéncias de
imunoglobulina humana. Em uma modalidade preferida, todos os dominios
varidveis e constantes séo derivados de seqiiéncias de imunoglobulina hu-
mana (um anticorpo totalmente humano). Estes anticorpos podem ser prepa-
rados em uma variedade de modos, como descrito abaixo.

Um anticorpo humanizado € um anticorpo que é derivado de
uma espécie ndo-humana, no qual alguns aminoacidos nos dominios de es-
trutura e constantes das cadeias pesada e leve foram mutados de modo a
evitar ou anular uma resposta imune em seres humanos. Alternativamente,
um anticorpo humanizado podem ser produzidos usando os dominios cons-
tantes de um anticorpo humano para os dominios varidveis de uma espécie
nao-humana. Exemplos de como produzir anticorpos humanizados pode ser
encontrado nas Patentes dos Estados Unidos N°% 6.054.297, 5.886.152 e
5.877.293.

O termo "anticorpo quimérico" refere-se a um anticorpo que
contém uma ou mais regides de um anticorpo e uma ou mais regiées de um
ou mais anticorpos diferentes. Em uma modalidade preferida, um ou mais
dos CDRs s@o derivados de um anticorpo anti-IGF-IR humano. Em uma mo-
dalidade mais preferida, todos os CDRs séo derivados de um anticorpo anti-
IGF-IR humano. Em outra modalidade preferida, os CDRs de mais de um
anticorpos anti-IGF-IR humanos séo misturados e combinados em um anti-
corpo quimérica. Por exemplo, um anticorpo quimerico pode compreender
um CDR1 da cadeia leve de um primeiro anticorpo anti-IGF-IR humano pode
ser combinado com CDR2 e CDR3 da cadeia leve de um segundo anticorpo
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anti-IGF-IR humano, e os CDRs da cadeia pesada podem ser derivados de
um terceiro anticorpo anti-IGF-IR. Além disso, as regides de estrutura podem
ser derivadas de um dos mesmo anticorpos anti-IGF-IR, de um ou mais dife-
rentes anticorpos, tal como um anticorpo humano, ou de um anticorpo hu-
manizado.

Um "anticorpo neutralizante" ou "um anticorpo inibitério" é um
anticorpo que inibe a ligagao de IGF-IR a IGF-I quando um excesso do anti-
corpo anti-IGF-IR reduz a quantidade de IGF-I ligado a IGF-IR em no minimo
cerca de 20 %. Em uma modalidade preferida, o anticorpo reduz a quantida-
de de IGF-I ligado a IGF-IR em no minimo 40 %, mais preferencialmente 60
%, ainda mais preferencialmente 80 %, ou de modo ainda mais preferida 85
%. A reducdo da ligagdo pode ser medida por qualquer meio conhecido de
um versado na técnica comum, por exemplo, como medido em um teste de
ligagdo competitiva in vifro. Um exemplo de medigao da redugdo na iigacao
de IGF-I a IGF-IR é apresentado abaixo no Exemplo IV.

Um "anticorpo ativante" é um anticorpo que ativa IGF-IR em no
minimo cerca de 20 % quando adicionado a uma célula, um tecido ou orga-
nismo expressando IGF-IR. Em uma modalidade preferida, o anticorpo ativa
a atividade de IGF-IR em no minimo 40 %, mais preferencialmente 60 %,
ainda mais preferencialmente 80 %, ou ainda mais preferencialmente 85 %.
Em uma modalidade mais preferida, o anticorpo ativante é adicionado na
presenca de IGF-I ou IGF-Il. Em outra modalidade preferida, a atividade do
anticorpo ativante é medida determinando a quantidade de autofosforilagao
de tirosina de IGF-IR.

Fragmentos ou analogos de anticorpos podem ser prontamente
preparados por aqueles versados na técnica comum seguindo os ensina-
mentos desta especificagdo. Terminais amino e carbéxi preferidos de frag-
mentos ou analogos ocorrem proximos aos limites de dominios funcionais.
Dominios estruturais e funcionais podem ser identificados por meio da com-
paragao dos dados de seqliéncias de nucleotideos e/ou aminoacidos com
bancos de dados de seqiiéncias publicos ou proprietarios. Preferencialmen-

te, s@o usados métodos de comparagao computadorizada para identificar
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motivos de seqléncias ou dominios de conformagdo de proteina prevista
que ocorrem em outras proteinas de estrutura e/ou fungao conhecida. Méto-
dos para identificar seqiiéncias de proteinas que dobram em uma estrutura
tridimensional conhecida s@o conhecidos. Bowie et al. Science 253 164
(1991).

O termo "ressonéncia de plasmon superficial’, conforme usado
neste relatdrio, refere-se a um fendmeno ético que possibilita a andlise de
interages bioespecificas em tempo real por meio de detecgdo de alteragoes
nas concentragdes de proteina dentro de uma matriz de biossensor, por
exemplo usando o sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala,
Suécia e Piscataway, N.J.). Para descrigdes adicionais, ver Jonsson, U., et
al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19 - 26; Jonsson, U., et al. (1991) Biotechni-
ques 11: 620 - 627; Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8: 125 - 131;
e Johnnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198: 268 - 277.

O termo "K' refere-se a taxa baixa constante para dissociagdo
de um anticorpo do complexo antigeno/anticorpo.

O termo "Ky" refere-se a constante de dissociagdo de uma inter-
acao antigeno-anticorpo particular.

O termo "epitopo" inclui qualquer determinante de proteina ca-
paz de ligacdo especifica a uma imunoglobulina ou receptor de células T.
Determinantes epitdpicos geralmente consistem em grupamentos de molé-
culas quimicamente tensoativos tais como aminoacidos de cadeias laterais
de aglcares e geralmente tém caracteristicas estruturais tridimensionais es-
pecificas, bem como caracteristicas de carga especificas. Diz-se que um
anticorpo liga especificamente um antigeno quando a constante de dissocia-
¢éo é < 1 uM, preferencialmente < 100 nM e mais preferencialmente < 10
nM.

Conforme usado neste relatdrio, os vinte aminoacidos convenci-
onais e suas abreviagdes seguem o uso convencional. Ver Immunology - A
Synthesis (2% Edigdo, E.S. Golub e D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates,
Sunderland, Mass. (1991)), que é incorporado a este relatério por referéncia.

Estereoisémeros (por exemplo, D-aminoacidos) dos vinte aminoacidos con-
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vencionais, aminoacidos ndo-naturais tais como aminoacidos o-, o-
dissubstituidos, N-alquil aminoécidos, acido [4ctico, & outros aminoécidos
nao-convencionais também podem ser componentes adequados para poli-
peptideos da presente invengdo. Exemplos de aminoéacidos néo-
convencionais incluem: 4-hidroxiprolina, ~y-carboxiglutamato, e-N,N,N-
trimetilisina, e-N-acetilisina, O-fosfosserina, N-acetilserina, N-formilmetionina,
3-metilistidina, 5-hidroxilisina, s-N- . metilarginina, e outros aminoacidos e
iminodcidos semelhantes (por exemplo, 4-hidroxiprolina). Na notagéo de po-
lipeptideo usada neste relatdrio, a diregao esquerda é a diregao do terminal
amino e a dire¢o direita ¢ a dire¢do do terminal carbdxi, de acordo com uso
e convengao padrao.

O termo “polinuclectideo” como referido neste relatério significa
uma forma polimérica de nucleotideos de no minimo 10 bases de extenséo,
ou ribonucleotideos ou desoxinucleotideos ou uma forma modificada de
qualquer tipo de nucleotideo. O termo inclui formas de DNA de filamento
unico e duplo.

O termo "polinucleotideo isolado" como usado neste relatdrio
significara um polinucleotideo de origem gendmica, de cDNA, ou sintético ou
alguma combinagao dos mesmos, 0 qual em virtude de sua origem o "poli-
nucleotideo isolado" (1) nao esta associado com todo ou uma por¢ao de um
polinucleotideo no qual o "polinucleotideo isolado" é encontrado na natureza,
(2) é ligado operativamente a um polinucleotideo ao qual ndo esta ligado na
natureza, ou (3) ndo ocorre na natureza como parte de uma seqiiéncia mai-
or.

O termo "oligonucleotideo” referido neste relatério inclui nucleo-
tideos que ocorrem naturalmente, e modificados ligados juntos por ligagdes
de oligonucleotideos que ocorrem naturalmente, e que hao ocorrem natu-
ralmente. Oligonucleotideos sao um subgrupo de polinucleotideos geral-
mente compreendendo uma extensao de 200 bases ou menos. Preferenci-
almente oligonucleotideos t&m 10 a 60 bases de extens@o e mais preferen-
cialmente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 a 40 bases de extensdo. Os

oligonucleotideos sao geralmente de filamento tnico, por exemplo para son-
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das; embora os oligonucleotideos possam ser de filamento duplo, por exem-
plo para uso na construgdo de um mutante genético. Os oligonucleotideos
da invengao podem ser ou de sentido ou oligonucleotideos anti-sentido.

O termo "nuclectideos que ocorrem naturalmente" referido neste
relatério inclui desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos. O termo “nucleo-
tideos modificados" referido neste relatdrio inclui nucleotideos com grupos
aglcar modificados ou substituidos e semelhantes. O termo “ligagbes de
oligonucleotideos" referido neste relatdrio inclui ligagdes de oligonucleoti-
deos como fosforotioato, fosforoditioato, fosforosselenoato, fosforodissele-
noato, fosforoanilotioato, fosforaniladato, fosforoamidato, e semelhantes. Ver
por exemplo, LaPlanche et al. Nuc!. Acids Res. 14: 9081 (1986); Stec et al. J.
Am. Chem. Soc. 106: 6077 (1984); Stein et al. Nucl. Acids Res. 16: 3209
(1988); Zon et al. Anti-Cancer Drug Design 6: 539 (1991); Zon et al. Oligonu-
cleotides and Analogues: A Practical Approach, pp. 87 - 108 (F. Eckstein,
Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991)); Stec et al. Patente dos
Estados Unidos N, 5.151.510; Uhimann e Peyman Chemical Reviews 90:
543 (1990), cujas descricbes sdo incorporadas a este relatério por referén-
cia. Um oligonucleotideo pode incluir uma marca para detecgdo, se deseja-
do.

Seqliéncias "operativamente ligadas" incluem tanto seqiéncias
de controle de expressao que sio contiguas ao gene de interesse e sequén-
cias de controle de expressdo que agem em frans ou em uma distancia para
controlar o gene de interesse. O termo "seqiiéncia de controle de expressao"
como usado neste relatério refere-se a seqiiéncias de polinucleotideos as
quais sa0 necessarias para efetuar a expressao e processamento de se-
quéncias codificantes as quais estas estao ligadas. Sequéncias de controle
de expressao incluem sequiéncias adequadas de iniciagéo, de transcri¢éo,
de terminagdo, estimuladoras e intensificadores; sinais de processamento de
RNA eficazes tais como sinais de ligagéo e de poliadenilagio; sequéncias
que estabilizam o mRNA citoplasmatico; seqiiéncias que intensificam a efi-
cacia da translagdo (isto é, seqiéncia de consenso de Kozak); seqiiéncias

que intensificam a estabilidade de proteina; e quando desejado, sequéncias
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que intensificam a secregao de proteinas. A natureza de tais seqiéncias de
controle difere dependendo do organismo hospedeiro; em procariotas, tais
sequiéncias de controle geralmente incluem seqiiéncia estimuladora, sitio de
ligagdo ribossdmico, e de terminagéo de transcri¢do; em eucariotas, geral-
mente, tais seqiiéncias de controle incluem seqliéncias estimuladoras e se-
qliéncia de terminagéo de transcrigdo. O termo "sequiéncias de controle"
pretende incluir, no minimo, todos 0s componentes cuja presenca seja es-
sencial para expressao e processamento, € também pode incluir compo-
nentes adicionais cuja presenca seja vantajosa, por exemplo, sequéncias
lider e seqiiéncias parceiras de fusao.

O termo "vetor", conforme usado neste relatério, pretende referir-
se a uma molécula de &cido nucléico capaz de transportar outro acido nu-
cléico ao qual foi ligada. Um tipo de vetor é um "plasmideo”, o qual refere-se
a uma alga de DNA de filamento duplo circular na qual segmentos de DNA
adicionais pode ser ligados. Outro tipo de vetor € um vetor viral, em que
segmentos de DNA adicionais podem ser ligados no genoma viral. Alguns
vetores séo capazes de replicagao autbnoma em uma célula hospedeira na
qual estes sao introduzidos (por exemplo, vetores bacterianos tendo uma
origem bacteriana de replicagdo e vetores de mamiferos epissémicos). Ou-
tros vetores (por exemplo, vetores de mamiferos nao-epissdmicos) podem
ser integrados no genoma de uma célula hospedeira na introdugéo na célula
hospedeira, e deste modo sdo replicados junto com 0 genoma hospedeiro.
Além disso, alguns vetores sdo capazes de orientar a expressao de genes
aos quais estes estdo operativamente ligados. Tais vetores sdo referidos
neste relatdrio como "vetores de expressao recombinantes” (ou simples-
mente, "vetores de expressao"), De modo geral, vetores de expressao de
utilidade em técnicas de DNA recombinante estdo freqiientemente sob a
forma de plasmideos. No presente relatério descritivo, "plasmideo” e “vetor"
podem ser usados de modo intercambidvel uma vez que o plasmideo é a
forma de vetor usada mais comumente. No entanto, a inven¢do pretende
incluir tais outras formas de vetores de expressao, tais como vetores virais
(por exemplo, retrovirus de replicago defeituosa, adenovirus e virus adeno-
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associado), os quais servem fungdes equivalentes.

O termo "célula hospedeira recombinante” (ou simplesmente
“célula hospedeira"), conforme usado neste relatério, pretende referir-se a
uma célula na qual um vetor de expressdo recombinante foi introduzido.
Deve ser entendido que tais termos pretendem referir-se ndo somente & cé-
lulas em questao em particular mas a descendéncia de uma tal célula. Como
certas modificagées podem ocorrer em geragbes sucessivas devido ou a
mutagdo ou a influéncias ambientais, tal descendéncia nao pode, de fato, ser
idéntica a células de origem, mas estao ainda incluidas dentro do &mbito do
termo "célula hospedeira" como usado neste relatorio.

O termo " hibridizam seletivamente" referido neste relatério si-
gnifica ligam de modo detectavel e especifico. Polinucleotideos, oligonucleo-
tideos e fragmentos dos mesmos de acordo com a invencéo hibridizam sele-
tivamente a filamentos de acido nucléico sob condigbes de hibridizagao e
lavagem que minimizam quantidades apreciaveis de ligagdo detectavel a
acidos nucléicos nao-especificos. Podem ser usadas condigbes de “alto ri-
gor' ou "altamente rigorosas” para obter condi¢des de hibridizacdo seletiva
como conhecido na técnica e discutido neste relatério. Um exemplo de con-
digdes de "alto rigor' ou "altamente rigorosas" é um método para incubar um
polinucleotideo com outro polinucleotideo, em que um polinucleotideo pode
ser afixado a uma superficie sélida tal como uma membrana, em um tampéo
de hibridizagao de 6X SSPE ou SSC, 50 % de formamida, 5X reagente de
Denhardt, 0,5 % de SDS, 100 pg/ml de DNA de esperma de salmao desna-
turado, fragmentado em uma temperatura de hibridizagao de 42 °C por 12 -
16 horas, seguido por duas vezes lavagem a 55 2C usando um tampao de
lavagem de 1X SSC, 0,5 % de SDS. Ver também Sambrook et al., supra, pp.
9.50 - 9.55.

O termo "percentagem de identidade de seqiiéncia" no contexto
de sequéncias de 4cidos nucléicos refere-se aos residuos em duas sequén-
cias as quais sdo as mesmas quando alinhadas para maxima correspondén-
cia. A extensio da comparagdo da identidade de seqiéncia pode ser sobre

um trecho de no minimo cerca de nove nucleotideos, geralmente no minimo
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cerca de 18 nucleotideos, mais geralmente no minimo cerca de 24 nucleoti-
deos, tipicamente no minimo cerca de 28 nucleotideos, mais tipicamente no
minimo cerca de 32 nucleotideos, e preferencialmente no minimo cerca de
36, 48 ou mais nucleotideos. Existe uma série de algoritmos diferentes co-
nhecidos na técnica 0s quais podem ser usados para medir a identidade de
seqiiéncias de nucleotideos. Por exemplo, seqiiéncias de polinucleotideos
podem ser comparadas usando FASTA, Gap ou Bestfit, 0s quais s&o pro-
gramas na Versao 10.0 do Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Com-
puter Group (GCG), Madison, Wisconsin. FASTA, que inclui, por exemplo, 0s
programas FASTA2 e FASTAS3, fomece alinhamenios e percentagem de
identidade de seqliéncia das regides da melhor sobreposicao entre as se-
quéncias de pesquisa e busca (Pearson, Methods Enzymol. 183: 63 - 98
(1990); Pearson, Methods Mol Biol. 132: 185 - 219 (2000); Pearson,
Metholds Enzymol. 266: 227 - 258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276: 71 - 84
(1998); incorporados a este relatério por meio de referéncia). A menos que
especificado de outro modo, sdo usados parédmetros padrdo para um pro-
grama ou algoritmo em particular. Por exemplo, a percentagem de identida-
de de seqiiéncia entre seqiiéncias de acidos nucléicos pode ser determinada
usando FASTA com seus parametros padrao (um tamanho de palavra de 6 e
o fator NOPAM para a matriz de contagem) ou usando Gap com seus para-
metros padrdo como fornecido no GCG Verséo 6.1, incorporado a este rela-
tério por meio de referéncia.

Uma referéncia a uma seqiéncia de acidos nucléicos engloba
seu complemento a menos que especificado de outro modo. Portanto, uma
referéncia a uma molécula de acido nucléico tendo uma seqtiéncia particular
deve ser entendida como englobando seu filamento complementar, com sua
sequéncia complementar.

Na técnica da biologia molecular, os pesquisadores usam os
termos "identidade de percentagem de seqiiéncia”, "similaridade de percen-
tagem de seqiliéncia" e "homologia de percentagem de seqiiéncia" de modo
intercambidvel. Neste pedido, estes termos devem ter 0 mesmo significado

com respeito a seqiiéncias de &cidos nucléicos somente.
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O termo "substancial similaridade" ou “substancial similaridade
de seqiiéncia", ao referir a um &cido nucléico ou fragmento do mesmo, indi-
ca que, quando alinhado de modo 6timo com insergbes ou eliminagdes de
nucleotideos adequados com outro 4cido nucléico (ou seu filamento com-
plementar), ha identidade de seqiiéncias de nucleotideos em no minimo cer-
ca de 85 %, preferencialmente no minimo cerca de 90 %, e mais preferenci-
almente no minimo cerca de 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % das bases de
nucleotideo, como medido por qualquer algoritmo de identidade de seqién-
cia de conhecimento geral, tal como FASTA, BLAST ou Gap, como discutido
acima.

Como aplicado para polipeptideos, o termo “substancial identi-
dade" significa que duas seqléncias de peptideos, quando alinhadas de
modo 6timo, tal como pelos programas GAP ou BESTFIT usando pesos de
deficiéncia padrao, partilham no minimo 75 % ou 80 % de identidade de se-
quéncia, preferencialmente no minimo 90 % ou 95 % de identidade de se-
qliéncia, ainda mais preferencialmente no minimo 98 % ou 99 % de identi-
dade de sequéncia. Preferencialmente, posicoes de residuos as quais nao
sdo idénticas diferem por substituicoes de aminoacidos conservadoras. Uma
‘substituicdo de aminodcido conservadora” é uma na qual um residuo ami-
noacido é substituido por outro residuo aminoécido tendo uma cadeia lateral
(grupo R) com propriedades quimicas semelhantes (por exemplo, carga ou
hidrofobicidade). De modo geral, uma substituicdo de aminoacido conserva-
dora ndo alterarg substancialmente as propriedades funcionais da proteina.
Em casos onde duas ou mais seqiiéncias de aminoacidos diferem uma da
outra por substituigdes conservadoras, a percentagem de identidade de se-
quéncia ou grau de similaridade pode ser ajustada para cima para corrigir
para a natureza conservadora da substituicdo. Os meios para preparar este
ajuste sdo de conhecimento geral daqueles versados na técnica. Ver, por
exemplo, Pearson, Methods Mol. Biol. 24; 307 - 31 (1994}, incorporado a
este relatério por meio de referéncia. Exemplos de grupos de aminoacidos
que tém cadeias laterais com propriedades quimicas semelhantes incluem 1)

cadeias laterais alifaticas; glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; 2) ca-
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deias laterais de hidroxila alifaticas: serina e treonina; 3) cadeias laterais
contendo amido: asparagina e glutamina; 4) cadeias laterais aromaticas: fe-
nilalanina, tirosina e triptofano; 5) cadeias laterais basicas: lisina, arginina e
histidina; e 6) cadeias laterais contendo enxofre séo cisteina e metionina.
Grupos de substituicdo de aminoécidos conservadores preferenciais sao:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina,
glutamato-aspartato e asparagina-glutamina.

Alternativamente, uma substituigao conservadora é qualquer al-
teragdo tendo um valor positivo na matriz de probabilidade de registro
PAM250 revelada em Gonnet et al., Science 256: 1443 - 45 (1992), incorpo-
rada a este relatério por meio de referéncia. Uma substituicio "moderada-
mente conservadora" é qualquer alteragdo tendo um valor n&o-negativo na
matriz de probabilidade de registro PAM250.

A similaridade de sequiéncia para polipeptideos, a qual também
é referida como identidade de seqiiéncia, é tipicamente medida usando pro-

grama de andlise de seqiiéncia. O programa de analise de proteinas combi-

‘na seqgiiéncias semelhantes usando medidas de similaridade atribuidas a

vérias substituicbes, eliminagdes e outras modificagbes, inclusive substitui-
¢Oes de aminodcidos conservadoras. Por exemplo, GCG contém programas
tais como "Gap" e "Bestfit" os quais podem ser usados com parametros pa-
drao para determinar a homologia de seqiiéncia ou a identidade de sequén-
cia entre polipeptideos intimamente relacionados, tais como polipeptideos
homdlogos de diferentes espécies de organismos ou entre uma proteina sel-
vagem e uma muteina da mesma. Ver, por exemplo, GCG Verséo 6.1. Se-
qliéncias de polipeptideos também podem ser comparadas usando FASTA
usando parametros padrao ou recomendados, um programa em GCG Ver-
sd0 6.1. FASTA (por exemplo, FASTA2 e FASTA3) fornece alinhamentos e
percentagem de identidade de seqliéncia das regies da melhor sobreposi-
¢do entre as seqiéncias de pesquisa e busca (Pearson (1990); Pearson
{2000). Outro algoritmo preferencial ao comparar uma seqiiéncia da inven-
¢ao com um banco de dados contendo um grande numero de sequéncias de

diferentes organismos é o programa de computador BLAST, especialmente
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blastp ou thlastn, usando parametros padrdo. Ver, por exemplo, Altschul et
al., J. Mol. Biol. 215: 403 - 410 (1990); Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:
3389 - 402 (1997); incorporado a este relatério por meio de referéncia.

A extensdo das seqiiéncias de polipeptideos comparadas para
homologia geralmente terao no minimo cerca de 16 residuos aminoacidos,
geralmente no minimo cerca de 20 residuos, mais geralmente no minimo
cerca de 24 residuos, tipicamente no minimo cerca de 28 residuos, e prefe-
rencialmente mais de cerca de 35 residuos. Ao pesquisar um banco de da-
dos contendo seqiiéncias de um grande nimero de diferentes organismos, é
preferencial comparar seqtiéncias de aminoécidos.

Conforme usado neste relatério, os termos “marca" ou "marca-
do" refere-se a incorporagao de outra molécula no anticorpo. Em uma moda-
lidade, a marca é um marcador detectavel, por exemplo, incorpora¢éo de um
aminoacido radiomarcado ou fixagao a um polipeptideo de porgdes biotinila-
das que podem ser detectadas por avidina marcada (por exemplo, estrepta-
vidina contendo um marcador fluorescente ou atividade enzimatica que pode
ser detectada por métodos dticos ou colorimétricos). Em outra modalidade, a
marca ou marcador pode ser terapéutico, por exemplo, um conjugado de
drogas ou toxina. Varios métodos de marcagéo de polipeptideos e glicopro-
teinas sao conhecidos na técnica e podem ser usados. Exemplos de marcas
para polipeptideos incluem, porém sem limitagdo, 0s seguintes: radioiséto-
pos ou radionuclideos (por exemplo, *H, ™C, "N, *8, %0, #*T¢, ™n, ¥,
311), marcas fluorescentes (por exemplo, FITC, rodamina, fésforos lantani-
deos), marcas enzimaticas (por exemplo, peroxidase de rébano silvestre, f-
galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina), marcadores quimiluminescen-
tes, grupos biotinilados, epitopes de polipeptideos predeterminados reco-
nhecidos por um repérter secundario (por exemplo, sequéncias de pares de
ziper de leucina, sitios de ligagao para anticorpos secundarios, dominios de
ligagao metdlicos, etiquetas de epitopes), agentes magnéticos, tais como
quelatos de gadolinio, toxinas tais como toxina pertussis, taxol, citochalasina
B, gramicidina D, brometo de etidio, emetina, mitomicina, etoposideo, teno-

posideo, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorubicina, daunorubicina, dii-
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droxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deidrotestosterona, glicocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propra-
nolo!, e puromicina e analogos ou homélogos dos mesmos. Em algumas
modalidades, marcas sao fixadas por bragos espagadores de vérias exten-
sOes para reduzir o potencial de impedimento estérico.

O termo "agente” é usado neste relatério para denotar um com-
posto quimico, uma mistura de compostos quimicos, uma macromolécula
bioldgica, ou um extrato feito de materiais biolégicos. O termo "agente far-
macéutico ou droga" como usado neste relatério refere-se a um composto
quimico ou composicao capaz de induzir um efeito terapéutico desejado
quando administrado adequadamente a um paciente. Qutros termos quimi-
cos neste relatério sdo usados de acordo com o uso convencional na técni-
ca, como exemplificado pelo The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms
(Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)), incorporado a este re-
latdrio por meio de referéncia).

O termo "agente antineoplastico" é usado neste relatdrio para se
referir a agentes que tém a propriedade funcional de inibir o desenvolvi-
mento ou a progressao de um neoplasma em um ser humano, particular-
mente uma lesdo maligna (cancerosa), tal como um carcinoma, sarcoma,
linfoma ou leucemia. A inibigdo de metéstase é freqlientemente uma propri-
edade de agentes antineoplasticos.

O termo paciente inclui pacientes humanos e veterinarios.

Anticorpos Anti-IGF-IR Humanos e Caracterizacao dos mesmos

Os anticorpos humanos evitam alguns dos problemas associa-
dos com anticorpos que possuem regides varidveis e/ou constantes de ca-
mundongo ou rato. A presenca de tais seqiiéncias derivadas de camundon-
go ou rato pode levar a uma répida liberagao dos anticorpos ou pode levar a
produgdo de uma resposta imune contra o anticorpo por um paciente. Por-
tanto, em uma modalidade, a invengao fornece anticorpos anti-IGF-IR hu-
manizados. Em uma modalidade preferencial, a invengao fornece anticorpos
anti-IGF-IR totalmente humanos introduzindo genes de imunoglobulina hu-

mana em um roedor de modo que o roedor produza anticorpos totalmente
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humanos. Sdo0 mais preferenciais anticorpos IGF-IR anti-humanos total-
mente humanos. Espera-se que anticorpos anti-IGF-IR totalmente humanos
minimizem as reagdes imunogénicas e alérgicas intrinsecas para anticorpos
monoclonais de camundongo ou derivados de camundongos (Mabs) e deste
modo aumentem a eficacia e a seguranga dos anticorpos administrados. Es-
pera-se que o uso de anticorpos totalmente humanos possa proporcionar
uma vantagem substancial no tratamento de doengas crénicas e recorrentes
humanas, tais como inflamagéo e céncer, que podem necessitar de admi-
nistragdes repetidas de anticorpos. Em outra modalidade, a invengéc forne-
ce um anticorpo anti-IGF-IR que n&o liga o complemento.

Em uma modalidade preferencial, o anticorpo ant-IGF-IR é
2.12.1, 213.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade
preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR compreende uma cadeia leve compre-
endendo uma sequiéncia de aminoacidos selecionada entre SEQ ID NO: 2,
6, 10, 14, 18 ou 22, ou um ou mais CDRs destas seqiéncias de amino4ci-
dos. Em outra modalidade preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR compreende
uma cadeia pesada compreendendo uma seqliéncia de aminoacidos seleci-
onada entre SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20 ou 24 ou um ou mais CDRs destas
seqiéncias de aminodcidos.
Classe e Subclasse de Anticorpos Anti-IGF-IR

O anticorpo pode ser uma molécula IgG, uma IgM, uma IgE,
uma IgA ou uma IgD. Em uma modalidade preferencial, o anticorpo € um
IgG e é um subtipo 1gG1, IgG2, IgG3 ou IgG4. Em uma modalidade mais
preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR € a subclasse IgG2. Em outra modali-
dade preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR é a mesma classe e subclasse do
anticorpo 2.12.1,2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1, que é IgG2.

A classe e subclasse de anticorpos anti-IGF-IR pode ser deter-
minada por meio de qualquer método conhecido na técnica. De modo geral,
a classe e subclasse de um anticorpo pode ser determinada usando anticor-
pos que sdo especificos para uma classe e subclasse particulares de anti-
corpos. Tais anticorpos estao disponiveis comercialmente. A classe e sub-

classe podem ser determinadas por ELISA, Western blot bem como outras
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técnicas. Alternativamente, a classe e subclasse podem ser determinadas
por meio de seqlienciamento de todos ou uma porgéo dos dominios cons-
tantes das cadeias pesadas e/ou leves dos anticorpos, comparando suas
seqiiéncias de aminoacidos com seqiiéncias de aminoacidos conhecidas de
varias classes e subclasses de imunoglobulinas, e determinando a classe e
subclasse dos anticorpos.

Espécies e Seletividade Molecular

Em outro aspecto da invengéo, o anticorpo anti-IGF-IR demons-
tra tanto seletividade por espécie quanto por molécula. Em uma modalidade,
o anticorpo anti-IGF-IR liga a IGF-IR humana, de cinomologous ou de rhe-
sus. Em uma modalidade preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR n&o liga a
IGF-IR de camundongo, de rato, de cobaia, de cachorro ou de coelho. Em
outra modalidade preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR néo liga a uma espé-
cie de macaco do Nove Mundo tal como um sagii. Seguindo os ensina-
mentos da especificacdo, pode-se determinar a seletividade da espécie para
o anticorpo anti-IGF-IR usando métodos de conhecimento geral na técnica.
Por exemplo, pode-se determinar seletividade por espécie usando Western
blot, FACS, ELISA ou RIA. Em uma modalidade preferencial, pode-se de-
terminar a seletividade por espécie usando Western blot.

Em outra modalidade, o anticorpo anti-IGF-IR tem uma seletivi-
dade para IGF-IR que é no minimo 50 vezes maior do que sua seletividade
para receptor de insulina. Em uma modalidade preferencial, a seletividade
do anticorpo anti-IGF-IR é mais de 100 vezes maior do que sua seletividade
para receptor de insulina, Em uma modalidade ainda mais preferencial, o
anticorpo anti-IGF-IR n&o apresenta qualquer ligagao especifica apreciavel a
qualquer outra proteina diferente de IGF-IR. Pode-se determinar a seletivi-
dade do anticorpo anti-IGF-IR para IGR-IR usando métodos de conheci-
mento geral na técnica seguindo os ensinamentos da especificagéo. Por
exemplo, pode-se determinar a seletividade usando Western blot, FACS,
ELISA ou RIA. Em uma modalidade preferencial, pode-se determinar a sele-

tividade molecular usando Western blot.
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Afinidade de Ligacédo de Anti-IGF-IR para IGF-IR
Em outro aspecto da invengao, os anticorpos anti-IGF-IR ligam a

IGF-IR com alta afinidade. Em uma modalidade, ¢ anticorpo anti-IGF-IR liga
a IGF-IR com um Ky de 1 x 10® M ou menos. Em uma modalidade mais
preferencial, o anticorpo liga a IGF-IR com um Ky de 1 x 10° M ou menos.
Em uma modalidade ainda mais preferencial, o anticorpo liga a IGF-IR com
um Ky ou 5 x 10" M ou menos. Em outra modalidade preferencial, o anti-
corpo liga a IGF-IR com um Kg ou 1 x 107"® M ou menos. Em outra modalida-
de preferencial, 0 anticorpo liga a IGF-IR com substancialmente o mesmo K
que um anticorpo selecionado entre 2,12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2,
4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferencial, o anticorpo liga a IGF-IiR
com substancialmente 0 mesmo Ky que um anticorpo que compreende um
ou mais CDRs de um anticorpo selecionado entre 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
3.1,1,4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em ainda outra modalidade preferencial, o anti-
corpo liga a IGF-IR com substancialmente 0 mesmo Ky que um anticorpo
que compreende uma das seqiiéncias de aminoécidos selecionadas entre
SEQID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ou 24. Em outra modalida-
de preferencial, o anticorpo liga a IGF-IR com substancialmente 0 mesmo Ky
que um anticorpo que compreende um ou mais CDRs de um anticorpo que
compreende uma das seqiiéncias de aminoacidos selecionadas entre SEQ
IDNOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ou 24.

Em outro aspecto da inven¢éo, o anticorpo anti-IGF-IR tem um
baixo indice de dissociagdo. Em uma modalidade, o anticorpo anti-IGF-IR
tem um Ky de 1 x 107 s ou menor. Em uma modalidade preferencial, 0 Ko
é 5x10° s ou menor. Em outra modalidade preferencial, 0 Ky é essenci-
almente 0 mesmo que um anticorpo selecionado entre 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
3.1.1,4.9.2, 417.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferencial, o anticorpo
liga a IGF-IR com essencialmente 0 mesmo Ky que um anticorpo que com-
preende um ou mais CDRs de um anticorpo selecionado entre 2.12.1,
2.13,2,2.14.3,3.1.1,4.9.2,4,17.3 ou 6.1.1. Em ainda outra modalidade pre-
ferencial, o anticorpo liga a IGF-IR com essencialmente 0 mesmo Ky que

um anticorpo que compreende uma das seqliéncias de aminodcidos selecio-
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nadas entre as SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ou 24. Em
outra modalidade preferencial, o anticorpo liga a IGF-IR com essencialmente
0 mesmo K que um anticorpo que compreende um ou mais CDRs de um
anticorpo que compreende uma das seqliéncias de aminoacidos seleciona-
das entre SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22.

A afinidade de ligagao e o0 indice de dissociagao de um anticorpo
anti-IGF-IR para IGF-IR pode ser determinado por meio de qualquer método
conhecido na técnica. Em uma modalidade, a afinidade de ligagdo pode ser
medida por meio de ELISAs competitivos, RIAs ou ressonéncia de plasmon
superficial, tal como BlAcore. O indice de dissociagao também pode ser me-
dido por meio de ressonancia de plasmon superficial. Em uma modalidade
mais preferencial, a afinidade de ligagéo e o indice de dissociagdo sao me-
didos por meio de ressonancia de pldsmon superficial. Em uma modalidade
ainda mais preferencial, a afinidade de ligagao e o indice de dissociagao sao
medidos usando um BlAcore. Um exemplo de determinagéo da afinidade de
ligagéo e do indice de dissociagado é descrito abaixo no Exemplo |I.
Meia-Vida de Anticorpos Anti-IGF-IR

De acordo com outro objeto da invengao, o anticorpo anti-IGF-IR

tem uma meia-vida de no minimo um dia in vitro ou in vivo. Em uma modali-
dade preferencial, 0 anticorpo ou por¢do do mesmo tem uma meia-vida de
no minimo trés dias. Em uma modalidade mais preferencial, o anticorpo ou
porcao do mesmo tem uma meia-vida de quatro dias ou mais longa. Em ou-
tra modalidade, o anticorpo ou porgao do mesmo tem uma meia-vida de oito
dias ou mais. Em outra modalidade, o anticorpo ou por¢ao de ligagao de an-
tigeno do mesmo é derivado ou modificado de modo que tenha uma meia-
vida mais longa, como discutido abaixo. Em outra modalidade preferencial, o
anticorpo pode conter mutagdes de ponto para aumentar a meia-vida sérica,
tal como descrito em WO 00/09560, publicada em 24 de fevereiro de 2000.

A meia-vida do anticorpo pode ser medida por qualquer meio
conhecido de quem tenha conhecimento regular da técnica. Por exemplo, a
meia-vida do anticorpo pode ser medida por Western blot, ELISA ou RIA du-

rante um periodo de tempo adequado. A meia-vida do anticorpo pode ser
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medida em quaisquer animais adequados, por exemplo, um macaco, tal
como um macaco cinomologous, um primata ou um ser humano.
Identificacédo de Epitopes de IGF-IR Reconhecidos por Anticorpo Anti-IGF-IR

A invengédo também fornece um anticorpo anti-IGF-IR que liga o
mesmo antigeno ou epitopo como um anticorpo anti-IGF-IR humano. Além
disso, a invengao forece um anticorpo anti-IGF-IR que tem competi¢éo cru-
zada com um anticorpo anti-IGF-IR humano. Em uma modalidade preferen-
cial, o anticorpo anti-IGF-IR humano é 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2,
4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferencial, o0 anti-IGF-IR humano
compreende um ou mais CDRs de um anticorpo selecionado entre 2.12.1,
2.13.2,214.3,3.1.1,4.9.2,4.17.3 ou 6.1.1. Em ainda outra modalidade pre-
ferencial, o anti-IGF-IR humano compreende uma das seqiiéncias de amino-
acidos selecionadas entre SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22
ou 24. Em outra modalidade preferencial, o anti-IGF-[R humano compreende
um ou mais CDRs de um anticorpo que compreende uma das sequéncias de
aminodcidos selecionadas entre SEQ |D NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22 ou 24. Em uma modalidade altamente preferencial, 0 anticorpo anti-
IGF-IR é outro anticorpo humano.

Pode-se determinar se um anticorpo anti-IGF-IR liga a0 mesmo
antigeno usando uma variedade de métodos conhecidos na técnica. Por
exemplo, pode-se determinar se um anticorpo anti-IGF-IR de teste liga ao
mesmo antigeno usando um anticorpo anti-IGF-IR para capturar um antige-
no que se sabe que liga ao anticorpo anti-IGF-IR, tal como IGF-IR, elutriando
o antigeno do anticorpo, e em seguida determinando se o anticorpo de teste
ligara ao antigeno elutriado. Pode-se determinar se um anticorpo liga ao
mesmo epitopo como um anticorpo anti-IGF-IR ligando o anticorpo anti-IGF-
IR a IGF-IR sob condi¢des de saturagéo, e em seguida medindo a capacida-
de do anticorpo de teste para ligar a IGF-IR. Se o anticorpo de teste for ca-
paz de ligar ao IGF-IR ao mesmo tempo que o anticorpo anti-IGF-IR, entéo o
anticorpo de teste liga a um epitopo diferente do anticorpo anti-IGF-IR. No
entanto, se o anticorpo de teste nao for capaz de ligar ao IGF-IR ao mesmo

tempo, entdo o anticorpo de teste liga a0 mesmo epitopo que o anticorpo
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anti-IGF-IR humano. Este experimento pode ser realizado usando ELISA,
RIA ou ressonancia de plasmon superficial. Em uma modalidade preferenci-
al, o experimento é realizado usando ressonancia de plasmon superficial.
Em uma modalidade mais preferencial, € usado BlAcore. Pode-se também
determinar se um anticorpo anti-IGF-IR que tem competi¢éo cruzada com
um anticorpo anti-IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, pode-se deter-
minar se um anticorpo anti-IGF-IR que tem competicdo cruzada com outro
usando o mesmo método que € usado para medir se o anticorpo anti-IGF-IR
é capaz de ligar ao mesmo epitopo que outro anticorpo anti-IGF-IR.

Utilizacdo de Cadeias Leves e Pesadas

A invengao também fornece um anticorpo anti-IGF-IR que com-
preende seqiiéncias variaveis codificadas por um gene k humano. Em uma
modalidade preferencial, as seqiiéncias varidveis sao codificadas ou pela
familia genética Vx A27, A30 ou O12. Em uma modalidade preferencial, as
seqiiéncias varidveis s@o codificadas por uma familia genética Vk A30 hu-
mana. Em uma modalidade mais preferencial, a cadeia leve compreende
nao mais de dez substituigdes de aminoacidos da linhagem-germinativa Vx
A27, A30 ou 012, preferencialmente ndo mais de seis substituicbes de ami-
noacidos, e mais preferencialmente ndo mais de trés substituicdes de ami-
noécidos. Em uma modalidade preferencial, as substitui¢des de aminoacidos
sa0 substituicoes conservadoras.

As SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18 e 22 proporcionam as sequién-
cias de aminodcidos das regides varidveis de seis cadeias leves k anti-IGF-
IR. As SEQ ID NOS: 38, 40 e 42 proporcionam as sequéncias de aminoaci-
dos das trés cadeias leves k da linhagem-germinativa das quais as seis ca-
deias leves k anti-IGF-IR sdo derivadas. As Figuras 1A - 1C mostram os ali-
nhamentos das seqiiéncias de nucleotideos das regides varidveis das ca-
deias leves dos seis anticorpos anti-IGF-IR umas as outras e para as se-
qiiéncias da linhagem-germinativa das quais elas s@o derivadas. Seguindo
0s ensinamentos desta especificacdo, uma pessoa com conhecimento re-
gular da técnica pode determinar a seqiiéncia de aminodcidos codificada das
seis cadeias leves k anti-IGF-IR e as cadeias leves x da linhagem-
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germinativa e determinar as diferencas entre as seqliéncias da linhagem-
germinativa € as sequéncias de anticorpos.

Em uma modalidade preferencial, o VL do anticorpo anti-IGF-IR
contém as mesmas substituicdes de aminodcidos, relativas a seqiéncia de
aminoacidos da linhagem-germinativa, que qualquer um ou mais do VL de
anticorpos 2.12.1, 2,13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9,2, 4.17.3 ou 6.1.1. Por exemplo,
o VL do anticorpo anti-IGF-IR pode conter uma ou mais substituicoes de
aminodcidos que sdo as mesmas que as presentes no anticorpo 2.13.2, ou-
tra substituico de aminoacidos que é a mesma que a presente no anticorpo
2.14.3, e outra substituicdo de aminoécidos que é a mesma que o anticorpo
4.9.2. Deste modo, pode-se misturar e combinar diferentes caracteristicas de
ligagao de anticorpo de modo a alterar, por exemplo, a afinidade do anticor-
po para IGF-IR ou seu indice de dissociagao do antigeno. Em outra modali-
dade, as substituigdes de aminoécidos sao feitas na mesma posi¢éo que as
encontradas em qualquer um ou mais do VL de anticorpos 2.12.1, 2.13.2,
2.14.3, 3.1.1, 49.2, 4.17.3 ou 6.1.1, mas substituigdes conservadoras de
aminoécidos sao feitas ao invés de usar 0 mesmo aminoécido. Por exemplo,
se a substituicdo de aminoacidos comparada com a linhagem-germinativa
em um dos anticorpos 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1 é
glutamato, pode-se substituir conservadoramente aspartato. Do mesmo
modo, se a substituicio de aminodacidos for serina, pode-se substituir con-
servadoramente treonina.

Em outra modalidade preferencial, a cadeia leve compreende
uma seqiiéncia de aminoécidos que é a mesma que a seqiiéncia de amino-
acidos do VL de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3,1.1, 49.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em ou-
tra modalidade altamente preferencial, a cadeia leve compreende sequén-
cias de aminoacidos que sao as mesmas que as regides CDR da cadeia
leve de 2.12.1, 2.13.2,2.14.3, 3.1.1,4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modali-
dade preferencial, a cadeia leve compreende uma seqiiéncia de aminodci-
dos de no minimo uma regido CDR da cadeia leve de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
3.1.1,4.9.2,4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferencial, a cadeia leve

compreende seqliéncias de aminoacidos de CDRs de diferentes cadeias
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leves. Em uma modalidade mais preferencial, os CDRs de diferentes ca-
deias leves sdo obtidos de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou
6.1.1. Em outra modalidade preferencial, a cadeia leve compreende uma
seqliéncia de aminodcidos selecionada entre as SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14,
18 ou 22. Em outra modalidade, a cadeia leve compreende uma seqiiéncia
de aminoacidos codificados por uma seqliéncia de cidos nucléicos selecio-
nados entre as SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 ou 21, ou uma seqiiéncia de
acidos nucléicos que codifica uma seqiiéncia de aminodcidos tendo 1 - 10
insercoes, eliminagdes ou substituiches de aminodcidos da mesma. Prefe-
rencialmente, as substituicdes de aminoacidos sdo substituicdes de aminoa-
cidos conservadoras. Em outra modalidade, o anticorpo ou por¢do do mes-
mo compreende uma cadeia leve lambda.

A presente invengdo também fornece um anticorpo anti-IGF-IR
ou por¢do do mesmo compreende uma cadeia pesada humana ou uma se-
quéncia derivada de uma cadeia pesada humana. Em uma modalidade, a
sequiéncia de aminodcidos de cadeia pesada é derivada de uma familia ge-
nética humana V4 DP-35, DP-47, DP-70, DP-71 ou VIV-4/4.35. Em uma mo-
dalidade preferencial, a seqiiéncia de aminoécidos de cadeia pesada é deri-
vada de uma familia genética humana Vy DP-47. Em uma modalidade mais
preferencial, a cadeia pesada compreende nao mais de oito alteracdes de
aminoacidos da germinativa Vy DP-35, DP-47, DP-70, DP-71 ou VIV-4/4.35,
mais preferencialmente nao mais de seis alteragbes de aminoécidos, € ainda
mais preferencialmente néo mais de trés alteragdes de aminoacidos.

As SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 e 24 proporcionam as sequén-
cias de aminoacidos das regides varidveis de seis cadeias pesadas anti-IGF-
IR. As SEQ ID NOS: 30, 32, 34, 36 e 44 proporcionam as sequéncias de
aminoacidos e as SEQ ID NOS: 29, 31, 33, 35 e 43 proporcionam as se-
qléncias de nucleotideos das cadeias pesadas da linhagem-germinativa DP-
35, DP-47, DP-70, DP-71 e VIV-4, respectivamente. As Figuras 2A - 2D
mostram os alinhamentos das sequiéncias de aminodcidos da regido variavel
dos seis anticorpos anti-IGF-IR para suas seqiéncias de linhagem-

germinativa correspondentes. Seguindo 0s ensinamentos desta especifica-
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¢80, uma pessoa versada na técnica pode determinar a seqiiéncia de ami-
noécidos codificados das seis cadeias pesadas anti-IGF-IR e as cadeias pe-
sadas da linhagem-germinativa e determinar as diferencas entre as seqién-
cias da linhagem-germinativa e as seqUéncias de anticorpos.

Em uma modalidade preferencial, 0 VH do anticorpo anti-IGF-IR
contém as mesmas substituicbes de aminodcidos, com relagdo & seqiiéncia
de aminoécidos da linhagem-germinativa, como qualquer um ou mais do VH
de anticorpos 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. De modo
semelhante ao que foi discutido acima, o VH do anticorpo anti-IGF-IR pode
conter uma ou mais substituicbes de aminoécidos que sdo as mesmas que
as presentes no anticorpo 2.13.2, outra substituicdo de aminoacidos que € a
mesma que a presente no anticorpo 2.14.3, e outra substituicio de aminoa-
cidos que é a mesma que o anticorpo 4.9.2. Deste modo, pode-se misturar e
combinar diferentes caracteristicas da ligagao de anticorpo de modo a alte-
rar, por exemplo, a afinidade do anticorpo para IGF-IR ou seu indice de dis-
sociagdo do antigeno. Em outra modalidade, as substituicbes de aminoéci-
dos sao feitas na mesma posi¢do que as encontradas em qualquer um ou
mais do VH dos anticorpos 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.17.3,, 49.2 ou
6.1.1, mas substituicdes de aminodcidos conservadoras sdo feitas ao invés
de usar o mesmo aminoécido.

Em outra modalidade preferencial, a cadeia pesada compreende
uma seqiéncia de amino4cidos que é a mesma que a seqliéncia de amino-
acidos do VH de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em ou-
tra modalidade altamente preferencial, a cadeia pesada compreende se-
qiéncias de aminoacidos que sdo as mesmas que as regides CDR da ca-
deia pesada de 2.12.1,2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra
modalidade preferencial, a cadeia pesada compreende uma sequéncia de
aminoacidos de no minimo uma regido CDR da cadeia pesada de 2.12.1,
2.13.2,2.14.3,3.1.1,4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferenci-
al, a cadeia pesada compreende sequiéncias de aminoacidos de CDRs de
diferentes cadeias pesadas. Em uma modalidade mais preferencial, os
CDRs de diferentes cadeias pesadas sao obtidos de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
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3.1.1,4.9.2,4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferencial, a cadeia pe-
sada compreende uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada entre as SEQ
ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 ou 24. Em outra modalidade, a cadeia pesada com-
preende uma seqliéncia de aminoacidos codificada por uma seqiiéncia de
acidos nucléicos selecionada entre as SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19 ou 23,
ou uma seqiiéncia de acidos nucléicos que codifica uma seqiiéncia de ami-
noacidos tendo 1 - 10 insergdes, eliminagdes ou substituicdes de aminoaci-
dos da mesma. Em outra modalidade, as substituigdes sao substituicbes de

aminoacidos conservadoras.

Inibicdo da Atividade de IGF-IR por Anticorpo Anti-IGF-IR

Inibicdo da Ligacéo de IGF-| a IGF-IR
Em outra modalidade, a invengdo fornece um anticorpo anti-IGF-

IR que inibe a ligagao de IGF-I a IGF-IR ou a ligagdo de IGF-Il a IGF-IR. Em
uma modalidade preferencial, o IGF-IR é humano. Em outra modalidade
preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR é um anticorpo humano. Em outra mo-
dalidade, o anticorpo ou por¢do do mesmo inibe a ligagéo entre IGF-IR e
IGF-I com uma ICso de nao mais de 100 nM. Em uma modalidade preferen-
cial, a ICs, & ndo mais de 10 nM. Em uma modalidade mais preferencial, a
ICso € N30 mais de 5 nM. A ICs, pode ser medida por qualquer método co-
nhecido na técnica. Tipicamente, uma ICsy pode ser medida por ELISA ou
RIA. Em uma modalidade preferencial, a ICso é medida por RIA.

Em outra modalidade, a invengéo fornece um anticorpo anti-IGF-
IR que evita a ativagdo do IGF-IR na presenca de IGF-I. Em uma modalida-
de preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR inibe a fosforilagao de tirosina indu-
zida por IGF-IR que ocorre na ocupagéo do receptor. Em outra modalidade
preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR inibe que ocorram eventos celulares a
jusante. Por exemplo, o anti-IGF-IR pode inibir a fosforilagao de tirosina de
Shc e substrato receptor de insulina (IRS) 1 e 2, todos os quais sao normal-
mente fosforilados quando as células séo tratadas com IGF-| (Kim et al., J.
Biol. Chem. 273: 34543 - 34550, 1998). Pode-se determinar se um anticorpo
anti-IGF-IR pode evitar a ativagao de IGF-IR na presenga de IGF-1 determi-
nando os niveis de autofosforilagdo para IGF-IR, Shc, IRS-1 ou IRS-2 por
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meio de Western blot ou imunoprecipitagdo. Em uma modalidade preferenci-
al, se determinaria os niveis de autofosforilacdo de IGF-IR por meio de
Western blot. Ver, por exemplo, o Exemplo Vil.

Em outro aspecto da invengao, o anticorpo causa a baixa regu-
lagdo de IGF-IR de uma célula tratada com o anticorpo. Em uma modalida-
de, o IGF-IR é internalizado no citoplasma da célula. Apés o anticorpo anti-
IGF-IR ligar a IGF-IR, o anticorpo é interalizado, como mostrado por meio
de microscopia confocal. Sem desejar ser limitado a qualquer teoria, acredi-
ta-se que o complexo anticorpo-IGF-IR seja internalizado em um lisossoma e
degradado. Pode-se medir a baixa regulagéo de IGF-IR por meio de quais-
quer métodos conhecidos na técnica inclusive imunoprecipitagao, microsco-
pia confocal ou Western blot. Ver, por exemplo, o Exemplo Vil. Em uma mo-
dalidade preferencial, o anticorpo € selecionado 2.12,1,2.13.2, 2.14.3, 3.1.1,
4.9.2, ou 6.1.1, ou compreende uma cadeia pesada, cadeia leve ou regido
de ligagao de antigeno da mesma.

Ativacédo de IGF-IR por Anticorpo Anti-IGF-IR
Outro aspecto da presente invengdo envolve anticorpos ativan-

tes anti-IGF-IR. Um anticorpo ativante difere de um anticorpo inibidor porque
amplifica ou substitui os efeitos de |GF-I sobre IGF-IR. Em uma modalidade,
o anticorpo ativante é capaz de ligar a IGF-IR e fazer com que esta seja ati-
vada na auséncia de IGF-|. Este tipo de anticorpo ativante é essencialmente
um mimico de IGF-l. Em outra modalidade, o anticorpo ativante amplifica o
efeito de IGF-I sobre IGF-IR. Este tipo de anticorpo ndo ativa IGF-IR por si
s6, mas ao invés aumenta a ativacao de IGF-IR na presenca de IGF-I. Um
mimico de anticorpo anti-IGF-IR pode ser facilmente diferenciado de um an-
ticorpo anti-IGF-IR de amplificagao tratando células in vitro com um anticorpo
na presenga ou na auséncia de baixos niveis de IGF-I. Se o anticorpo for
capaz de causar a ativagdo de IGF-IR na auséncia de IGF-I, por exemplo,
aumentar a fosforilagao por tirosina de IGF-IR, entao o anticorpo € um mimi-
co de anticorpo. Se 0 anticorpo nao puder causar a ativagdo de IGF-IR na
auséncia de IGF-I mas for capaz de amplificar a quantidade de ativagéo de

IGF-IR, entdo o anticorpo é um anticorpo amplificante. Em uma modalidade
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preferencial, o anticorpo ativante é 4.17.3. Em outra modalidade preferencial,
o anticorpo compreende um ou mais CDRs de 4.17.3. Em outra modalidade
preferencial, 0 anticorpo é derivado de qualquer ou ambas as sequéncias da
linhagem-germinativa 012 (cadeia leve) e/ou D71 (cadeia pesada).

Inibigao da Fosforilagdo de Tirosina de IGF-IR, Niveis de IGF-IR
e Crescimento de Células Tumorais /n Vivo por Anticorpos Anti-IGF-IR

Outra modalidade da invengéo fornece um anticorpo anti-IGF-IR
que inibe a fosforilagdo por tirosina de IGF-IR e os niveis de receptor in vivo.
Em uma modalidade, a administragdo de anticorpo anti-IGF-IR em um ani-
mal causa uma redugdo no sinal de IGF-IR fosfotirosina em tumores expres-
sando IGF-IR. Em uma modalidéde preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR
causa uma redugéao no sinal de fosfotirosina de no minimo 20 %. Em uma
modalidade mais preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR causa uma redugéo no
sinal de fosfotirosina de no minimo 60 %, mais preferencialmente 50 %. Em
uma modalidade ainda mais preferencial, o anticorpo causa uma redugéac no
sinal de fosfotirosina de no minimo 40 %, mais preferencialmente 30 %, ain-
da mais preferencialmente 20 %. Em uma modalidade preferencial, o anti-
corpo é administrado cerca de 24 horas antes dos hiveis de fosforilagdo por
tirosina serem medidos. Os niveis de fosforilagao por tirosina podem ser
medidos por qualquer método conhecido na técnica, tal como os descritos
abaixo. Ver, por exemplo, 0 Exemplo Ill e a Figura 5. Em uma modalidade
preferencial, o anticorpo é selecionado entre 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1,
4.9.2, ou 6.1.1, ou compreende uma cadeia pesada, cadeia leve ou por¢éo
de ligagao de antigeno do mesmo.

Em outra modalidade, a administragdo do anticorpo anti-IGF-IR
a um animal causa uma redugdo nos niveis de IGF-[R em tumores expres-
sando IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR
causa uma redugao nos niveis de receptor de no minimo 20 % comparado
com um animal nao tratado. Em uma modalidade mais preferencial, o anti-
corpo anti-IGF-IR causa uma redugéo nos niveis de receptor para no minimo
60 %, mais preferencialmente 50 % dos niveis de receptor em um animal

nao tratado. Em uma modalidade ainda mais preferencial, o anticorpo causa
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uma redugao nos niveis de receptor para no minimo 40 %, mais preferenci-
almente 30 %. Em uma modalidade preferencial, 0 anticorpo é administrado
cerca de 24 horas antes dos niveis de IGF-IR serem medidos. Os niveis de
IGF-IR podem ser medidos por meio de qualquer método conhecido na téc-
nica, tal como os descritos abaixo. Ver, por exemplo, o Exemplo VIil e a Fi-
gura 6. Em uma modalidade preferencial, o anticorpo é selecionado entre
2.12.1,2.13.2,2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, ou 6.1.1, ou compreende uma cadeia pe-
sada, cadeia leve ou por¢ao de ligagao de antigeno do mesmo.

Em outra modalidade, um anticorpo anti-IGF-IR inibe cresci-
mento de células tumorais in vivo. A célula tumoral pode ser derivada de
qualquer tipo de célula inclusive, sem limitagao, células epidérmicas, epiteli-
ais, endoteliais, de leucemia, de sarcoma, de mieloma mdltiplo ou mesodér-
micas. Exemplos de células tumorais incluem células A549 (pulmonar de
células ndo-pequenas), células MCF-7, células Colo 205, células 3T3/IGF-IR
e células A431. Em uma modalidade preferencial, o anticorpo inibe o cresci-
mento de células tumorais como comparado ao crescimento do tumor em
um animal néo tratado. Em uma modalidade mais preferencial, o anticorpo
inibe o crescimento de células tumorais por 50 %. Em uma modalidade ainda
mais preferencial, o anticorpo inibe o crescimento de células tumorais por 60
%, 65 %, 70 % ou 75 %. Em uma modalidade, a inibigao do crescimento de
células tumorais é medida no minimo 7 dias apds os animais terem iniciado
o tratamento com o anticorpo. Em uma modalidade mais preferencial, a ini-
bicdo do crescimento de células tumorais é medida no minimo 14 dias apds
0s animais terem iniciado o tratamento com o anticorpo. Em outra modalida-
de preferencial, outro agente antineoplastico é administrado ao animal com o
anticorpo anti-IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, o agente antineo-
plastico é capaz de adicionalmente inibir o crescimento de células tumorais.
Em uma modalidade ainda mais preferencial, o agente antineoplastico é
adriamicina, taxol, tamoxifeno, 5-fluorodeoxiuridina (5-FU) ou CP-358.774.
Em uma modalidade preferencial, a co-administragao de um agente antineo-
plastico e do anticorpo anti-IGF-IR inibe o crescimento de células tumorais
por no minimo 50 %, mais preferencialmente 60 %, 65 %, 70 % ou 75 %,
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mais preferencialmente 80 %, 85 % ou 90 % apds um periodo de 22 - 24
dias. Ver, por exemplo, a Figura 7 e o Exemplo IX. Em uma modalidade
preferencial, o anticorpo é selecionado entre 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1,
4.9.2, ou 6.1.1, ou compreende uma cadeia pesada, cadeia leve ou por¢ao
de ligagéo de antigeno do mesmo.

Inducdo de Apoptose por Anticorpos Anti-IGF-IR

Outro aspecto da invengao fornece um anticorpo anti-IGF-IR que
induz a morte celular. Em uma modalidade, o anticorpo causa apoptose. O
anticorpo pode induzir apoptose ou in vivo ou in vitro. De modo geral, as cé-
lulas tumorais sdo mais sensiveis a apoptose do que as células normais, de
tal modo que a administragdo de um anticorpo anti-IGF-IR causa apoptose
de uma célula tumoral preferencialmente a de uma célula normal. Em outra
modalidade, a administragao de um anticorpo anti-IGF-IR reduz os niveis de
uma enzima, akt, a qual esta envolvida no caminho da fosfatidil inositol (P1)
quinase. O caminho da Pl quinase, por sua vez, esta envolvido na prolifera-
¢do celular e na prevencao de apoptose. Portanto, a inibigdo de akt pode
causar apoptose. Em uma modalidade mais preferencial, o anticorpo é ad-
ministrado in vivo para causar apoptose de uma célula expressando IGF-IR.
Em uma modalidade preferencial, 0 anticorpo € selecionado entre 2.12.1,
2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 49.2, ou 6.1.1, ou compreende uma cadeia pesada,
cadeia leve ou porgao de ligagdo de antigeno do mesmo.

Métodos para Produzir Anticorpos e Linhagens Celulares Produtoras de An-

ticorpos

|muniza¢ao
Em uma modalidade da presente invengéo, anticorpos humanos

s&o produzidos imunizando um animal ndo-humano compreendendo algum
ou todo o locus de imunoglobulina humana com um antigeno de IGF-IR. Em
uma modalidade preferencial, o animal nao-humano é um XENOMOUSE®, o
qual é uma cepa de camundongo produzida por engenharia genética que
compreende grandes fragmentos dos locais de imunoglobulina humana e é
deficiente na produgdo de anticorpos de camundongo. Ver, por exemplo,
Green et al. Nature Genetics 7: 13 - 21 (1994) e as Patentes dos Estados
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Unidos Nos. 5.916.771, 5.939.598, 5.985.615, 5.998.209, 6.075.181,
6.091.001, 6.114.598 e 6.130.364. Ver também WO 91/10741, publicado em
25 de juiho de 1991, WO 94/02602, publicado em 3 de fevereiro de 1994,
WO 96/34096 e WO 96/33735, ambos publicados em 31 de outubro de
1996, WO 98/16654, publicado em 23 de abril de 1998, WO 98/24893, publi-
cado em 11 de junho de 1998, WO 98/50433, publicado em 12 de hovembro
de 1998, WO 99/45031, publicado em 10 de setembro de 1999, WO
99/53049, publicado em 21 de outubro de 1898, WO 00 09560, publicado em
24 de fevereiro de 2000 e WO 00/037504, publicado em 29 de junho de
2000. O XENOMOUSE® produz um repertdrio de anticorpos totalmente hu-
manos de seres humanos semelhantes a adultos, e produz Mabs humanos
antigeno-especificos. Uma segunda geragdo XENOMOUSE® contém cerca
de 80 % do repertdrio de anticorpos humanos através da introdugdo de
fragmentos YAC configurag@o de linhagem-germinativa de tamanho mega-
base, dos locais de cadeia pesada humana e locais de cadeia leve k. Ver
Mendez et al. Nature Genetics 15: 146 - 156 (1997), Green e Jakobovits J.
Exp. Med. 188: 483 - 495 (1998), cujas revelagbes s&o incorporadas a este
relatério por meio de referéncia.

A invengdo também fornece um método para preparar anticor-
pos anti-IGF-IR de animais ndo-camundongos, nao-humanos por meio da
imunizagao de animais transgénicos ndo-humanos que compreende locais
de imunoglobulina humana. Pode-se produzir tais animais usando os méto-
dos descritos imediatamente acima. Os métodos revelados nestas patentes
podem ser modificados como descrito na Patente dos Estados Unidos No.
5.994.619. Em uma modalidade preferencial, os animais ndo-humanos po-
dem ser ratos, ovelhas, porcos, cabras, gado ou cavalos.

Em outra modalidade, os animais ndo-humanos compreendendo
locais genéticos de imunoglobulina humana s@o animais que tém um "mini-
locus" de imunoglobulinas humanas. Na abordagem do minilocus, um locus
de Ig exdgena é simulado através da inclusio de genes individuais do locus
de lg. Portanto, um ou mais genes Vy, um ou mais genes Dy, um ou mais

genes Ju, uma regiao constante mu, e uma segunda regido constante (prefe-



10

15

20

25

30

rencialmente uma regido constante gama) sdo formados em um constructo
para insergdo em um animal. Esta abordagem é descrita, entre outros nas
Patentes dos Estados Unidos Nos. 5.545.807, 5.545.806, 5.625.825,
5.625.126, 5.633.425, 5.661.016, 5770429, 5.789.650, 5.814.318,
5.591.669, 5.612.205, 5.721.367, 5.789.215, e 5.643.763, incorporadas a
este relatério por meio de referéncia.

Uma vantagem da abordagem do minilocus é a rapidez com a
qual os constructos inclusive porgdes do locus de Ig podem ser gerados e
introduzidos nos animais. No entanto, uma desvantagem potencial da abor-
dagem do minilocus é que pode ndo haver suficiente diversidade de imuno-
globulina para sustentar o pleno desenvolvimento de células B, de tal modo
que pode haver menor produgéo de anticorpo.

De modo a produzir um anticorpo anti-IGF-IR humano, um ani-
mal ndo-humano compreendendo parte ou todos os locais de imunoglobulina
humana é imunizado com um antigeno de IGF-IR e o anticorpo ou a célula
produtora de anticorpos é isolado do animal. O antigeno de IGF-IR pode ser
IGF-IR isolado e /ou purificado e é preferenciaimente um IGF-IR humano.
Em outra modalidade, o antigeno de IGF-IR é um fragmento de IGF-IR, pre-
ferencialmente o dominio extracelular de IGF-IR. Em outra modalidade, o
antigeno de IGF-IR é um fragmento que compreende no minimo um epitopo
de IGF-IR. Em outra modalidade, o antigeno de IGF-IR é uma célula que
expressa IGF-IR sobre sua superficie celular, preferencialmente uma célula
que superexpressa IGF-IR sobre sua superficie celular.

A imunizag@o de animais pode ser feita por meio de qualquer
método conhecido na técnica. Ver, por exemplo, Harlow e Lane, Antibodies:
A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1990. Métodos

para imunizar animais nao-humanos fais como camundongos, ratos, ove-
Ihas, cabras, porcos, gado e cavalos s@o de conhecimento geral na técnica.
Ver, por exemplo, Harlow e Lane e a Patente dos Estados Unidos No.
5.994.619. Em uma modalidade preferencial, o antigeno de IGF-IR é admi-
nistrado com um adjuvante para estimular a resposta imune. Tais adjuvantes

incluem adjuvante de Freund completo ou incompleto, RIBI (muramil dipepti-
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deos) ou ISCOM (complexos imunoestimulantes). Tais adjuvantes podem
proteger o polipeptideo contra rapida dispersao, seqiiestrando-o em um de-
posito local, ou eles podem conter substéincias que estimulam o hospedeiro
a secretar fatores que sdo quimiotaticos para macréfagos e outros compo-
nentes do sistema imune. Preferencialmente, se um polipeptideo estiver
sendo administrado, o esquema de imunizagao envolverd duas ou mais ad-
ministragdes do polipeptideo, distrubuidas por varias semanas.

O Exemplo | fornece um protocolo para imunizar um XENO-
MOUSE® com IGF-IR humano de extenséo total em salina tamponada com
fosfato.

Producéo de Anticorpos e Linhagens Celulares Produtoras de Anticorpos

Apos imunizagdo de um animal com um antigeno de IGF-IR, an-
ticorpos e/ou células produtoras de anticorpos podem ser obtidas do animal.
Um soro contendo anticorpo anti-IGF-IR é obtido do animal sangrando ou
sacrificando o animal. O soro pode ser usado a medida que é obtido do ani-
mal, uma fragdo de imunoglobulina pode ser obtida do soro, ou 0s anticorpos
anti-IGF-IR podem ser purificados do soro. Soro ou imunoglobulinas obtidos
desta maneira s&o policlonais, os quais sdo desvantajosos porque a quanti-
dade de anticorpos que pode ser obtida é limitada e o anticorpo policlonal
tem uma série heterogénea de propriedades.

Em outra modalidade, hibridomas imortalizados produtores de
anticorpos podem ser preparados a partir do animal imunizado. Apds imuni-
zagao, o animal é sacrificado e as células B esplénicas s&o fundidas a célu-
las de mieloma imortalizadas como é de conhecido geral na técnica. Ver, por
exemplo, Harlow e Lane, supra. Em uma modalidade preferencial, as células
de mieloma ndo secretam polipeptideos de imunoglobulina (uma linhagem
celular ndo-secretora). Apés fusdo e selegao de antibidtico, os hibridomas
sdo triados usando IGF-IR, uma porgao do mesmo, ou uma célula expres-
sando IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, a triagem inicial é realizada
usando um imunoensaio ligado a enzima (ELISA) ou um radioimunoensaio
(RIA), preferencialmente um ELISA. Um exemplo de varredura por ELISA é

fornecido em WO 00/37504, incorporado a este relatorio por meio de refe-
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Em outra modalidade, células produtoras de anticorpos podem
ser preparadas a partir de um ser humano que tenha um distirbio auto-
imune e que expresse anticorpos anti-IGF-IR. Células expressando os anti-
corpos anti-IGF-IR podem ser isoladas isolando leucécitos e submetendo-0s
a escolha celular ativada por fluorescéncia (FACS) ou bateando-sobre 1&mi-
nas revestidas com IGF-IR ou uma porgédo do mesmo. Estas células podem
ser fundidas com um mieloma nao-secretor humano para produzir hibrido-
mas humanos expressando anticorpos anti-IGF-IR humanos. De modo geral,
esta € uma modalidade menos preferencial porque é provavel que os anti-
corpos anti-IGF-IR tenham uma baixa afinidade para IGF-IR.

Hibridomas produtores de anticorpos anti-IGF-IR séo seleciona-
dos, clonados e adicionalmente triados para caracteristicas desejaveis, in-
clusive forte crescimento do hibridoma, alta produgéo de anticorpos e ca-
racteristicas desejéveis dos anticorpos, como discutido adicionalmente abai-
x0. Hibridomas podem ser cultivados e expandidos in vivo em animais sin-
génicos, em animais que carecem de um sistema imune, por exemplo, ca-
mundongos pelados, ou em culiura celular in vitro. Os métodos para selecio-
nar, clonar e expandir hibridomas s@o de conhecimento geral dagueles ver-
sado na técnica.

Preferencialmente, o animal imunizado é um animal ndo-humano
que expressa genes de imunoglobulina humana e as células B esplénicas
sdo fundidas a um derivado de mieloma da mesma espécie que o animal
ndo-humano. Mais preferencialmente, o animal imunizado é um XENO-
MOUSE® e a linhagem celular do mieloma é um mieloma de camundongo
nao secretor, tal como a linhagem celular de mieloma é NSO-bcl2. Ver, por
exemplo, o Exemplo .

Em um aspecto, a invengao fornece hibridomas que sao produ-
zidos, que produzem anticorpos anti-IGF-IR humanos. Em uma modalidade
preferencial, os hibridomas séo hibridomas de camundongo, como descrito
acima. Em outra modalidade preferencial, os hibridomas s&o produzidos em

uma espécie nao-humana, ndo-camundongo tal como ratos, ovelhas, por-
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cos, cabras, gado ou cavalos. Em outra modalidade, os hibridomas s&o hi-
bridomas humanos, nos quais um mieloma nao secretor humano é fundido

com uma célula humana expressando um anticorpo anti-IGF-IR.

Acidos Nucléicos, Vetores, Células Hospedeiras e Métodos Recombinantes

para Preparar Anticorpos
Acidos Nucléicos

Séo fornecidas moléculas de acidos nucléicos codificando anti-
corpos anti-IGF-IR da invengao. Em uma modalidade, a molécula de &cido
nucléico codifica uma cadeia pesada e/ou leve de uma imunoglobulina anti-
IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, uma dnica molécula de acido nu-
cléico codifica uma cadeia pesada de uma imunoglobulina anti-IGF-IR e ou-
tra molécula de &cido nucléico codifica a cadeia leve de uma imunoglobulina
anti-IGF-IR. Em uma modalidade mais preferencial, a imunoglobulina codifi-
cada é uma imunoglobulina humana, preferencialmente uma IgG humana. A
cadeia leve codificada pode ser uma cadeia A ou uma cadeia x, preferenci-
almente uma cadeia .

A molécula de acido nucléico codificando a regiéo variavel da
cadeia leve pode ser derivada do gene A30, A27 ou 012 Vx. Em uma moda-
lidade preferencial, a cadeia leve é derivada do gene A30 Vx. Em outra mo-
dalidade preferencial, a molécula de &cido nucléico codificando a cadeia leve
compreende a regido de unido derivada de Jx1, Jx2 or Jx4. Em uma modali-
dade ainda mais preferencial, a molécula de &acido nucléico codificando a
cadeia leve contém nao mais de dez alteragbes de aminoacidos do gene da
linhagem-germinativa A30 Vx, preferencialmente ndo mais de seis altera-
coes de aminodcidos, e ainda mais preferencialmente ndo mais de trés alte-
ragoes de aminoécido.

A invengao fornece uma molécula de &cido nucléico que codifica
uma regiao varidvel da cadeia leve (VL) contendo no minimo trés alteragoes
de aminodcidos comparada com a seqiiéncia da linhagem-germinativa, em
que as alteragdes de aminodcidos s&o idénticas as alteragbes de aminodci-
dos da seqliéncia da linhagem-germinativa do VL de um dos anticorpos
2.12.1,2.13.2,2.14.3, 3.1.1, 49.2, 417.3 ou 6.1.1. A invengéo também for-
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nece uma molécula de &cido nucléico compreendendo uma seqiiéncia de
acidos nucléicos que codifica a seqiiéncia de aminoacidos da regiao variavel
da cadeia leve de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 417.3 ou 6.1.1, A in-
vengdo também fornece uma molécula de acido nucléico compreendendo
uma seqgliéncia de acidos nucléicos que codifica a seqliéncia de aminoaci-
dos de um ou mais dos CDRs de qualquer uma das cadeias leves de 2.12.1,
2.13.2,2.14.3,3.1.1,4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em uma modalidade preferenci-
al, a molécula de acido nucléico compreende uma seqléncia de acidos nu-
cléicos que codifica a seqiiéncia de aminoacidos de todos os CDRs de qual-
quer uma das cadeias leves de 2.12.1,2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4173 ou
6.1.1. Em outra modalidade, a molécula de &cido nucléico compreende uma
sequéncia de acidos nucléicos que codifica a seqiiéncia de aminodcidos de
uma das SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18 ou 22 ou compreende uma seqUéncia
de acidos nucléicos de uma das SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 ou 21. Em ou-
tra modalidade preferencial, a moiécula de 4cido nucléico compreende uma
seqliéncia de acidos nucléicos que codifica a seqiiéncia de aminoacidos de
um ou mais dos CDRs de qualquer uma das SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18
ou 22 ou compreende uma seqiiéncia de acidos nucléicos de um ou mais
dos CDRs de qualquer uma das SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 ou 21. Em uma
modalidade mais preferencial, a molécula de 4cido nucléico compreende
uma sequéncia de &cidos nucléicos que codifica a seqiiéncia de aminoaci-
dos de todos os CDRs de qualquer uma das SEQ ID NOS: 2, 8, 10, 14, 18
ou 22 ou compreende uma seqiiéncia de &cidos nucléicos de todos os CDRs
de qualquer uma das SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13,17 ou 21.

A invencdo também fornece uma molécula de &cidos nucléicos
que codifica uma seqiiéncia de aminoacidos de um VL que tem uma se-
qiiéncia de aminodcidos que tem no minimo 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntica a um VL descrito acima, particu-
larmente a um VL que compreende uma seqliéncia de aminoacidos de uma
das SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18 ou 22. A invengao também fornece uma
seqiiéncia de 4cidos nucléicos que tem no minimo 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntica a uma seqiiéncia de acidos
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nucléicos de uma das SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 ou 21. Em outra modali-
dade, a invencdo fornece uma molécula de &cido nucléico codificando um VL
que hibridiza sob condigbes altamente rigorosas a uma molécula de acido
nucléico codificando um VL como descrito acima, particularmente uma molé-
cula de &cido nucléico que compreende uma segiiéncia de 4cidos nucléicos
codificando uma seqiiéncia de aminoacidos da SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18
ou 22. A invengao também fornece uma seqiiéncia de acidos nucléicos codi-
ficando um VL que hibridiza sob condi¢des altamente rigorosas a uma molé-
cula de dcido nucléico compreendendo uma segiiéncia de acidos nucléicos
de uma das SEQID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 ou 21.

A invengdo também fornece uma molécula de acido nucléico
codificando a regido variavel da cadeia pesada (VH) é derivada do gene DP-
35, DP-47, DP-71 ou VIV-4/4.35 VH, preferencialmente o gene DP-35 VH.
Em outra modalidade preferencial, a molécula de acido nucléico codificando
o VH compreende a regiao de unido derivada de JH6 ou JH5, mais preferen-
cialmente JH6. Em outra modalidade preferencial, o D segmento é derivado
de 3-3, 6-19 or 4-17. Em uma modalidade ainda mais preferencial, a molé-
cula de acido nucléico codificando o VH contém nao mais de dez alteragdes
de aminoacidos do gene da linhagem-germinativa DP-47, preferencialmente
nao mais de seis alteragdes de aminodcidos, e ainda mais preferencialmente
nao mais de trés alteragdes de aminoécidos. Em uma modalidade altamente
preferencial, a molécula de acido nucléico codificando o VH contém no mi-
nimo uma alteracdo de aminoécido comparada com a seqiiéncia da linha-
gem-germinativa, em que a alteragéo de aminoacido & idéntica & alteragéo
de aminodcido da seqiiéncia da linhagem-germinativa da cadeia pesada de
um dos anticorpos 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em
uma modalidade ainda mais preferencial, o VH contém no minimo trés alte-
ragdes de aminoacidos comparada com as seqiéncias da linhagem-
germinativa, em que as alteragdes sao idénticas as alteragdes da seqiiéncia
da linhagem-germinativa do VH de um dos anticorpos 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
3.1.1,49.2,417.30u6.1.1.

Em uma modalidade, a molécula de acido nucléico compreende
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uma seqliéncia de acido nucléico que codifica a seqiiéncia de aminoécidos
do VH de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra mo-
dalidade, a molécula de &cido nucléico compreende uma sequéncia de &ci-
dos nucléicos que codifica a seqiiéncia de aminoacidos de um ou mais dos
CDRs da cadeia pesada de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2, 4.17.3 ou
6.1.1. Em uma modalidade preferencial, a molécula de acido nucléico com-
preende uma seqiiéncia de acidos nucléicos que codifica as seqiéncias de
aminodcidos de todos os CDRs da cadeia pesada de 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
3.1.1, 492, 417.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade preferencial, a molécula
de acido nucléico compreende uma seqiiéncia de &cidos nucléicos que codi-
fica a seqliéncia de aminoécidos de uma das SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20
ou 24 ou que compreende uma seqiiéncia de dcidos nucléicos de uma das
SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19 ou 23. Em outra modalidade preferencial, a
molécula de acido nucléico compreende uma seqliéncia de acidos nucléicos
que codifica a seqliéncia de aminoacidos de um ou mais dos CDRs de qual-
quer uma das SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 ou 24 ou compreende uma se-

giiéncia de acidos nucléicos de um ou mais dos CDRs de qualquer uma das

SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19 ou 23. Em uma modalidade preferencial, a

molécula de &cido nucléico compreende uma seqiiéncia de &cidos nucléicos
que codifica as seqiiéncias de aminoécidos de todos os CDRs de qualquer
uma das SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 ou 24 ou compreende uma seqiiéncia
de 4cidos nucléicos de todos os CDRs de qualquer uma das SEQ ID NOS:
3,7,11,15,19 ou 23.

Em outra modalidade, a molécula de 4cido nucléico codifica uma
seqUiéncia de aminoacidos de um VH que é no minimo 70 %, 75 %, 80 %, 85
%, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntica a uma das seqiiéncias
de aminoacidos codificando um VH como descrito imediatamente acima,
particularmente a um VH que compreende uma seqiiéncia de aminodcidos
de uma das SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 ou 24, A invengdo também forne-
ce uma seqliéncia de &cidos nucléicos que é no minimo 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntica a uma seqiéncia de
acidos nucléicos de uma das SEQ ID NCS: 3, 7, 11, 15, 19 ou 23. Em outra
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modalidade, a molécula de 4cido nucléico codificando um VH é uma que
hibridiza sob condigdes altamente rigorosas a uma seqiiéncia de acidos nu-
cléicos codificando um VH como descrito acima, particularmente a um VH
que compreende uma seqiiéncia de aminoacidos de uma das SEQ 1D NOS:
4,8, 12, 16, 20 ou 24. A inveng&o também fornece uma sequéncia de acidos
nucléicos codificando um VH que hibridiza sob condi¢des altamente rigoro-
sas a uma molécula de &cido nucléico compreendendo uma sequéncia de
acidos nucléicos de uma das SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19 ou 23.

A molécula de &cido nucléico codificando qualquer uma ou am-
bas as cadeias pesadas e leves inteiras de um anticorpo anti-lGF-IR ou as
regides varidveis dos mesmos pode ser obtida de qualquer fonte que produ-
za um anticorpo anti-IGF-IR. Métodos para isolar mRNA codificando um an-
ticorpo s@o de conhecimento geral na técnica. Ver, por exemplo, Sambrook
et al. O mRNA pode ser usado para produzir cDNA para aplicagéo na reagéo
de cadeia polimerase (PCR) ou clonagem de cDNA dos genes do anticorpo.
Em uma modalidade da invengéo, as moléculas de &cido nucléico podem ser
obtidas de um hibridoma que expressa um anticorpo anti-IGF-IR, como des-
crito acima, preferencialmente um hibridoma que tem como um de seus par-
ceiros de fusdo uma célula de animal transgénico que expressa genes de
imunoglobulina humana, tais como um XENOMOUSE®, animal transgénico
de camundongo nao-humano ou um animal transgénico ndo-humano, nao
camundongo. Em outra modalidade, o hibridoma é derivado de um animal
nao transgénico, nao-humano, que pode ser usado, por exemplo, para anti-
corpos humanizados.

Uma molécula de 4cido nucléico codificando toda a cadeia pe-
sada de um anticorpo anti-IGF-IR pode ser construida fundindo uma molé-
cula de 4cido nucléico codificando o dominio variavel de uma cadeia pesada
ou um dominio de ligagéo de antigeno do mesmo com um dominio constante
de uma cadeia pesada. Do mesmo modo, uma molécula de acido nucléico
codificando a cadeia leve de um anticorpo anti-IGF-IR pode ser construida
fundindo uma molécula de &cido nucléico codificando o dominio variavel de

uma cadeia leve ou um dominio de ligacao de antigeno do mesmo com um
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dominio constante de uma cadeia leve. A molécula de acidos nucléicos codi-
ficando a cadeia VH e VL pode ser convertida para genes de anticorpo de
extensao total inserindo os mesmos em vetores de expressao ja codificando
regides constantes de cadeia pesada e constantes de cadeia leve, respecti-
vamente, de tal modo que o segmento VH seja ligado operativamente ao
segmento ou segmentos da regido constante de cadeia pesada (CH) dentro
do vetor e 0 segmento VL ¢ ligado operativamente ao segmento da regido
constante de cadeia leve (CL) dentro do vetor. Alternativamente, as molécu-
las de acido nucléico codificando as cadeias VH ou VL sao convertidas em
genes de anticorpo de extensao total encadeando, por exemplo, ligando , a
molécula de acido nucléico codificando uma cadeia VH a uma molécula de
acido nucléico codificando uma cadeia CH usando técnicas de biologia mo-
lecular de rotina. O mesmo pode ser realizado usando moléculas de acidos
nucléicos codificando cadeias VL e CL. As seqiéncias de genes de regides
constantes de cadeia pesada e de cadeia leve s@o conhecida na técnica.
Ver, por exemplo, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Inte-
rest, 5th Ed., NIH Publ. No. 91 - 3242, 1991. Moléculas de &cido nucléico
codificando as cadeias pesadas e/ou leves de extensao total podem ser en-
td0 expressas a partir de uma célula na qual elas foram introduzidas e o an-
ticorpo anti-IGF-IR isolado.

Em uma modalidade preferencial, o 4cido nucléico codificando a
regido variavel da cadeia pesada codifica a seqiiéncia de aminodcidos da
SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 ou 24, e a molécula de acido nucléico codifi-
cando a regido varidvel das cadeias leves codifica a seqliéncia de aminoaci-
dos da SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18 ou 22. A SEQ ID NO: 28 representa a
seqliéncia de aminoacidos e a SEQ ID NO: 27 representa a sequéncia de
acidos nucléicos codificando a regido constante da cadeia pesada dos anti-
corpos anti-IGF-IR 2.12.1, 2.13.2,2.14.3,3.1.1,4.9.2 4.17.3 e 6.1.1. A SEQ
ID NO: 26 representa a seqliéncia de aminoacidos e a SEQ ID NO: 25 re-
presenta a seqiéncia de acidos nucléicos codificando a regido constante da
cadeia leve dos anticorpos anti-IGF-IR 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2,

4,17.3 e 6.1.1. Portanto, em uma modalidade preferencial, a molécula de
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acido nucléico codificando o dominio constante da cadeia pesada codifica
SEQ ID NO: 28, e a molécula de acido nucléico codificando o dominio
constante da cadeia leve codifica a SEQ ID NO: 26. Em uma modalidade
mais preferencial, a molécula de &cido nucléico codificando o dominio cons-
tante da cadeia pesada tem o acido nucléico seqiiéncia da SEQ ID NO: 27, e
a molécula de &cido nucléico codificando o dominio constante tem o acido
nucléico seqiiéncia da SEQ ID NO: 25.

Em outra modalidade, uma molécula de acido nucléico codifi-
cando ou a cadeia pesada de um anticorpo anti-IGF-IR ou um dominio de
ligagao de antigeno do mesmo, ou a cadeia leve de um anticorpo anti-IGF-IR
ou um dominio de ligagao de antigeno do mesmo pode ser isolada de um
animal nao-humano, ndo camundongo que expressa genes de imunoglobuli-
na humana e foi imunizado com um antigeno de IGF-IR. Em outra modalida-
de, a molécula de &cido nucléico pode ser isolada de uma célula produtora
de anticorpo anti-IGF-IR derivada de um animal n&o transgénico ou de um
humano paciente o qual produza anticorpos anti-IGF-IR. Os métodos para
isolar RNAm das células produtoras de anticorpo anti-IGF-IR podem ser
isolados por meio de técnicas de rotina, clonadas efou amplificadas usando
PCR e técnicas de construgéo de biblioteca, e triadas usando protocolos de
rotina para obter moléculas de &cidos nucléicos codificando cadeias pesadas
e leves anti-IGF-IR.

A molécula de &cidos nucléicos pode ser usada para expressar
de modo recombinante grandes quantidades de anticorpos anti-IGF-IR,
como descrito abaixo. A molécula de acidos nucléicos também pode ser
usada para produzir anticorpos quiméricos, anticorpos de cadeia Unica,
imunoadesinas, diacorpos, anticorpos mutados e derivados de anticorpos,
como descrito adicionalmente abaixo. Se as moléculas de acido nucléico
forem derivadas de um animal ndo transgénico, ndo-humano, as moléculas
de acido nucléico podem ser usadas para humanizagao de anticorpos, tam-
bém como descrito abaixo.

Em outra modalidade, as moléculas de &cido nucléico da inven-

¢do podem ser usadas como sondas ou ligantes de PCR para seqiiéncias de
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anticorpos especificas. Por exemplo, uma sonda de molécula de &cido nu-
cléico pode ser usada em métodos diagnésticos ou um ligante de PCR de
molécula de acido nucléico pode ser usado para amplificar regides de DNA
que podem ser usadas, entre outros, para isolar seqiiéncias de &cidos nu-
cléicos para uso na produgao de dominios variaveis de anticorpos anti-IGF-
IR. Em uma modalidade preferencial, as moléculas de &cido nucléico séo
oligonucleotideos. Em uma modalidade mais preferencial, 0s ofigonucleoti-
deos sdo de regides altamente varidveis das cadeias pesadas e leves do
anticorpo de interesse. Em uma modalidade ainda mais preferencial, os oli-
gonucleotideos codificam todos ou uma parte de um ou mais dos CDRs.
Vetores

A invengao fornece vetores compresndendo as moléculas de
acido nucléico da invengdo que codificam a cadeia pesada ou a porgéo de
ligacdo de antigeno do mesmo. A invengéo também forece vetores com-
preendendo as moléculas de acido nucléico da invengéo que codificam a
cadeia leve ou por¢édo de ligacdo de antigeno do mesmo. A invengéo tam-
bém fornece vetores compreendendo moléculas de acidos nucléicos codifi-
cando proteinas de fusao, anticorpos modificados, fragmentos de anticorpos,
e sondas das mesmas.

Para expressar 0s anticorpos, ou por¢des de anticorpos da in-
vencdo, DNAs codificando cadeias leves e pesadas de extensao parcial ou
total, obtidos como descrito acima, sao inseridos em vetores de expresséo
de tal modo que os genes séo ligados operativamente a sequéncias de con-
trole transcricionais e translacionais. Vetores de expressao incluem plasmi-
deos, retrovirus, cosmideos, YACs, epissomas derivados de EBV, e seme-
lhantes. O gene do anticorpo é ligado em um vetor de tal modo que seqiién-
cias de controle transcricionais e translacionais dentro do vetor servem sua
fungdo pretendida de regular a transcri¢do e a translagéo do gene do anti-
corpo. O vetor de expressdo e seqliéncias de controle da expressao sao es-
colhidos para serem compativeis com a célula hospedeira de expressao
usada. O gene de cadeia leve do anticorpo e o0 gene de cadeia pesada do

anticorpo podem ser inseridos em vetores separados. Em uma modalidade
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preferencial, ambos 0s genes sao inseridos no mesmo vetor de expressao.
Os genes do anticorpo s&o inseridos no vetor de expressao por meio de
métodos de rotina (por exemplo, ligagéo de sitios de restricdo complementa-
res sobre o fragmento do gene do anticorpo vetor, ou ligagdo de embota-
mento se nao houver presentes sitios de restri¢ao).

Um vetor conveniente é um que codifica uma seqiiéncia de
imunoglobulina humana CH ou CL funcionalmente completa, com sitios de
restrigdo adequados produzidos por engenharia genética de modo que qual-
quer seqiiéncia VH ou VL pode ser facilmente inserida e expressa, como
descrito acima. Em tais vetores, geralmente ocorre ligag&o entre o sitio doa-
dor de jung@o na regido J inserida e o sitio aceitador de jungéo precedendo a
regido C humana, e também nas regides de jungad que ocorrem dentro dos
éxons CH humanos. Ocorre poliadenilagdo e terminagao de transcrigdo nos
sitios cromossdmicos naturais a jusante das regides codificantes. O vetor de
expressao recombinante também pode codificar um peptideo de sinal que
facilita a secre¢do da cadeia do anticorpo de uma célula hospedeira. O gene
da cadeia do anticorpo pode ser clonado no vetor de tal modo que o pepti-
deo de sinal seja ligado na estrutura ao término amino do gene da cadeia do
anticorpo. O peptideo de sinal pode ser um peptideo de sinal de imunoglo-
bulina ou um peptideo de sinal heterdlogo (isto &, um peptideo de sinal de
uma proteina nao imunoglobulina).

Além dos genes da cadeia do anticorpo, 0s vetores de expres-
sdo recombinantes da invengao carregam seqiiéncias reguladoras que con-
trolam a expressao dos genes da cadeia do anticorpo em uma célula hospe-
deira. Serda reconhecido por aqueles versados na técnica que o projeto do
vetor de expressdo, inclusive a sele¢do das seqUéncias reguladoras pode
depender de fatores tais como a escolha da célula hospedeira a ser trans-
formada, do nivel de expressdo da proteina desejada, etc. Seqléncias re-
guladoras preferenciais para expressdo de célula hospedeira de mamifero
incluem elementos virais que orientam altos niveis de expressao de proteina
em células de mamiferos, tais como estimuladores e/ou reforcadores deriva-

dos de LTRs retrovirais, citomegalovirus (CMV) (tal como o estimula-
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dor/reforgador de CMV), Simian Virus 40 (SV40) (tal como o estimula-
dor/reforcador de SV40), adenovirus, (por exemplo, o principal e tardio esti-
mulador de adenovirus (AdMLP)), estimuladores de polioma e forte estimu-
ladores de mamiferos tais como imunoglobulina nativa e estimuladores de
actina. Para descrigao adicional de elementos viral reguladores virais, e se-
qiiéncias dos mesmos, ver por exemplo, a Patente dos Estados Unidos No.
5.168.062 de Stinski, a Patente dos Estados Unidos No. 4.510.245 de Bell et
al. e a Patente dos Estados Unidos 4.968.615 de Schaffner et al.

Além dos genes da cadeia do anticorpo e das seqiiéncias regu-
ladoras, os vetores de expressao recombinantes da invengéo podem carre-
gar sequiéncias adicionais, tais como seqiiéncias que regulam a replicagao
do vetor em células hospedeiras (por exemplo, origens de replicagdo) e ge-
nes marcadores selecionaveis. O gene marcador selecionavel facilita a sele-
¢&o de células hospedeiras nas quais o vetor foi introduzido (ver por exem-
plo, as Patentes dos Estados Unidos Nos. 4.399.216, 4.634.665 e 5.179.017,
todas de Axel et al.). Por exemplo, tipicamente o gene marcador seleciona-
vel confere resisténcia a drogas, tais como G418, higromicina ou metotre-
xato, sobre uma célula hospedeira na qual o vetor foi introduzido. Genes
marcadores selecionaveis preferenciais incluem o gene diidrofolate redutase
(DHFR) (para uso em células dhft- hospedeiras com selegédo/amplificagac de
metotrexato) e o neo gene (para sele¢éo de G418).

Células Hospedeiras N&o Hibridoma e Métodos para Produzir Proteinas de

modo Recombinante

Moléculas de éacido nucléico codificando a cadeia pesada ou
uma por¢ao de ligagdo de antigeno da mesma e/ou a cadeia leve ou uma
por¢ao de ligagdo de antigeno da mesma de um anticorpo anti-IGF-IR, e
vetores compreendendo estas moléculas de &cidos nucléicos, podem ser
usadas para transformagéo de algumas células hospedeiras de mamifero
adequadas. A transformagao pode ser por meio de qualquer método conhe-
cido para introduzir polinucleotideos em uma célula hospedeira. Os métodos
para infrodugdo de polinucleotideos heterélogos em células de mamiferos
sdo de conhecimento geral na técnica e incluem transfeccdo mediada por
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dextrano, precipitagao de fosfato de calcio, transfecgdo mediada por polibre-
no, fuséo de protoplasto, eletroporagao, encapsulagao do polinucleotideo ou
polinucleotideos em lipossomas, inje¢ao biolistica e microinjecao direta do
DNA nos nlcleos. Além disso, moléculas de acidos nucléicos podem ser
introduzidas em células de mamiferos por vetores virais. Os métodos para
transformar células sao de conhecimento geral na técnica. Ver, por exemplo,
as Patentes dos Estados Unidos Nos. 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461, and
4.959.455 (cujas patentes sdo por meio deste incorporadas a este relatério
por meio de referéncia).

Linhagens celulares de mamiferos disponiveis como hospedei-
ros para expressao sao de conhecimento geral na técnica e incluem muitas
linhagens celulares imortalizadas disponiveis na American Type Culture Co-
llection (ATCC). Estas incluem, entre outras, células de ovario de hamster
chinés (CHO), NSO, células SP2, células Hela, células renais de filhote
hamster (BHK), células renais de macaco (COS), células de carcinoma he-
patocelular humano (por exemplo, Hep G2), células A549, células 3T3, e
uma série de outras linhagens celulares. Células hospedeiras de mamiferos
incluem células humanas, de camundongo, de rato, de cachorro, de macaco,
de porco, de cabra, bovinas, de cavalo e de hamster. Linhagens celulares de
particular preferéncia sdo selecionadas através da determinagéo de quais
linhagens celulares t&m altos niveis de expresséo. Outras linhagens celula-
res que podem ser usadas s&o linhagens de células de inseto, tais como
células Sf9, células de anfibio, células bacterianas, células de plantas e cé-
lulas flngicas. Quando vetores de expresséo recombinante codificando a
cadeia pesada ou por¢ao de ligagdo de antigeno do mesmo, a cadeia leve
efou por¢do de ligagéo de antigeno do mesmo sdo introduzidos em células
hospedeiras de mamiferos, os anticorpos s@o produzidos cultivando as cé-
lulas hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para possibilitar a ex-
pressdo do anticorpo nas células hospedeiras ou, mais preferenciaimente, a
secre¢ao do anticorpo no meio de cultura no qual as células hospedeiras s&o
cultivadas. Anticorpos podem ser recuperados do meio de cultura usando

métodos de purificagao de proteina de rotina.
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Além disso, expressdo de anticorpos da invengao (ou outras
por¢des dos mesmos) da produgdo de linhagens celulares pode ser reforga-
da usando uma série de técnicas conhecidas. Por exemplo, o sistema de
expressao genética de glutamina sintetase (o sistema GS) é uma aborda-
gem comum para reforgar a expressao sob certas condi¢des. O sistema GS
é discutido no todo ou em parte em conexao com as Patentes Européias
Nos. 0 216 846, 0 256 055, e 0 323 997 e o Pedido de Patente Europeu No.
89303964 4.

E provavel que anticorpos expressos por diferentes linhagens
celulares ou em animais transgénicos terdo diferente glicosilagédo um do ou-
tro. No entanto, todos os anticorpos codificados pelas moléculas de acidos
nucléicos proporcionadas neste relatdrio, ou compreendendo as seqliéncias
de aminoacidos providas neste relatério sdo parte da presente invengéo,
indiferente da glicosilagio dos anticorpos.

Animais Transgénicos

A invengao também fornece animais transgénicos nao-humanos
compreendendo uma ou mais moléculas de &cidos nucléicos da invengdo
que podem ser usadas para produzir anticorpos da invengao. os anticorpos
podem ser produzidos nos e recuperados dos tecidos ou fluidos corporais,
tais como leite, sangue ou urina, de cabras, vacas, cavalos, porcos, ratos,
camundongos, coelhos, hamsters ou outros mamiferos. Ver, por exemplo, as
Patentes dos Estados Unidos Nos. 5.827.690, 5.756.687, 5.750.172, e
5.741.957. Conforme desctito acima, animais transgénicos néo-humanos
que compreendem locais de imunoglobulina humana podem ser produzidos
imunizando com IGF-IR ou uma porgao do mesmo.

Em outra modalidade, animais transgénicos n&o-humanos séo
produzidos introduzindo uma ou mais moléculas de acidos nucléicos da in-
vengdo no animal por meio de técnicas transgénicas de rotina. Ver Hogan,
supra. As células transgénicas usadas para preparar o animal transgénico
podem ser células do tronco embriondrio ou células somaticas. Os organis-
mos transgénicos nao-humanos podem ser heterozigotos quiméricos, nao

quiméricos, e homozigotos nao quiméricos. Ver, por exemplo, Hogan et a/.,
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Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2ed., Cold Spring
Harbor Press (1999); Jackson et al, Mose Genetics and Transgenics: A
Practical Approach, Oxford University Press (2000); e Pinkert, Transgenic
Animal Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (1999). Em

outra modalidade, os organismos transgénicos nao-humanos podem ter uma
ruptura orientada e substituicdo que codifica uma cadeia pesada e/ou uma
cadeia leve de interesse. Em uma modalidade preferencial, 0s animais
transgénicos compreendem e expressam moléculas de 4cidos nucléicos co-
dificando cadeias pesadas e leves que ligam especificamente a IGF-IR,
preferencialmente IGF-IR humano. Em outra modalidade, os animais trans-
génicos compreendem moléculas de acidos nucléicos codificando um anti-
corpo modificado tal como um anticorpo de cadeia Unica, um anticorpo qui-
mérico ou um anticorpo humanizado, Os anticorpos anti-IGF-IR podem ser
preparados em qualquer animal transgé'nico. Em uma modalidade preferen-
cial, os animais nao-humanos sao camundongos, ratos, ovelhas, porcos,
cabras, gado ou cavalos. O animal transgénico ndo-humano expressa 0s
referidos polipeptideos codificados no sangue, no leite, na urina, na saliva,
nas lagrimas, em muco e outros fluidos corporais.

Bibliotecas de Amostras de Fagos

A invengao fornece um método para produzir um anticorpo anti-
IGF-IR ou porgao de ligagdo de antigeno do mesmo compreendendo as eta-
pas de sintetizar uma biblioteca de anticorpos humanos sobre fago, triando a
biblioteca com um IGF-IR ou uma por¢éo do mesmo, isolando fago que liga
IGF-IR, e obtendo o anticorpo do fago. Um método para preparar a biblioteca
de anticorpos compreende as etapas de imunizar um animal hospedeiro
n&o-humano compreendendo um locus de imunoglobulina humana com IGF-
IR ou uma porgéo antigénica do mesmo para criar uma resposta imune, ex-
trair células das células do animal hospedeiro que s@o responsaveis pela
producéo de anticorpos; isolar RNA das células extraidas, transcri¢ao rever-
sa do RNA para produzir cDNA, amplificagdo do cDNA usando um ligante, e
inser¢ao do cDNA em vetor de amostra de fago de tal modo que os anticor-

pos sejam expressos sobre o fago. Anticorpos anti-IGF-IR recombinantes da
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invengdo podem ser obtidos deste modo.

Anticorpos humanos anti-IGF-IR recombinantes da invengao
além dos anticorpos anti-IGF-iR descrito neste relatério podem ser isolados
por meio de triagem de uma biblioteca de anticorpo combinatorial recombi-
nante, preferencialmente uma biblioteca de amostra de fago scFv, preparada
usando ¢cDNAs de VL e VH humano preparado a partir de derivado de
RNAm de linfocitos humanos. Metodologias para preparar e triar tais biblio-
tecas sao de conhecimento na técnica. Existem kits comercialmente disponi-
veis para produzir bibliotecas de amostras de fago (por exemplo, o Pharma-
cia Recombinant Phage Antibody System, catdlogo no. 27-9400-01; e o kit
de amostras de fago Stratagene SurfZAP®, catalogo no. 240612). Existem
também outros métodos e reagentes que podem ser usados para produzir e
triar bibliotecas de amostras de anticorpos (ver, por exemplo, Ladner et al.
Patente dos Estados Unidos No. 5.223.409; Kang et al. Publicagéo Interna-
cional PCT No. WO 92/18619; Dower et al. Publicacio Internacional PCT
No. WO 91/17271; Winter et al. Publicagao Internacional PCT No. WO
92/20791; Markland et al. Publicagéo Intemnacional PCT No. WO 92/15679;
Breitling et al. Publicagdo Internacional PCT No. WO 93/01288; McCafferty
et al. Publicag@o Internacional PCT No. WO 92/01047; Garrard et al. PCT
Publicagdo No. WO 92/09690; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9: 1370 -
1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81 - 85; Huse et al.
(1989) Science 246:; 1275 - 1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552 -
554; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12: 725 - 734; Hawkins et al. (1992) J.
Mol. Biol. 226: 889 - 896; Clackson et al. (1991) Nature 352: 624 - 628; Gram
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 3576 - 3580; Garrad et al. (1991)
Bio/Technology 9: 1373 - 1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19:
4133 - 4137; and Barbas et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7978 -
7982.

Em uma modalidade preferencial, para isolar anticorpos anti-
IGF-IR humanos com as caracteristicas desejadas, um anticorpo anti-IGF-IR
humano como descrito neste relatério & primeiro usado para selecionar se-

qiiéncias de cadeias pesadas e leves humanas tendo atividade de ligagéo
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semelhante para IGF-IR, usando os métodos de impressdo de epitopo des-
critos em Hoogenboom et al., Publicagdo Intemacional PCT No. WO
93/06213. As bibliotecas de anticorpos usadas neste método sao preferenci-
almente bibliotecas de scFv preparadas e triadas como descrito em McCa-
flerty et al., Publicacdo Internacional PCT No. WO 92/01047, McCafferty et
al., Nature (1990) 348: 552 - 554; ¢ Giriffiths et al., (1993) EMBO J 12: 725 -
734. As bibliotecas de anticorpos scFv preferencialmente séo triadas usando
IGF-IR humano como o antigeno.

Alguns segmentos iniciais humanos VL e VH séo selecionados,
experimentos "misturados e combinados", nos quais diferentes pares dos
segmentos iniciais VL e VH selecionados inicialmente s&o triados para liga-
¢do de IGF-IR, s@o feitos para selecionar combinagdes de pares VL/VH
preferenciais. Adicionalmente, para ainda melhorar a qualidade do anticorpo,
os segmentos VL e VH do par ou pares VL/VH preferenciais podem ser mu-
tados aleatoriamente, preferencialmente dentro da regiao CDR3 de VH e/ou
VL, em um processo andlogo ao processo de mutagao somatica in vivo res-
ponsavel por maturagdo de afinidade de anticorpos durante uma resposta
imune natural. Esta maturagao de afinidade in vitro pode ser realizada ampli-
ficando as regides VH e VL usando ligantes de PCR complementares ao VH
CDR3 ou VL CDR8, respectivamente, cujos ligantes foram “testadas " com
uma mistura aleatdria das quatro bases de nucleotideos em determinadas
posicdes de tal modo que os produtos de PCR resultantes codificam seg-
mentos VH e VL nos quais foram introduzidas mutag6es aleatdrias nas regi-
oes VH e/ou VL CDR3. Estes segmentos VH e VL mutados aleatoriamente
podem ser retriados para ligacéo a IGF-IR,

Apés triagem e isolamento de um anticorpo anti-IGF-IR da in-
vengao de uma biblioteca de amostras de imunoglobulina recombinante, &ci-
do nucléico codificando o anticorpo selecionado pode ser recuperado do pa-
cote de amostras (por exemplo, do genoma do fago) e subclonado em outros
vetores de expressao por meio de técnicas de DNA recombinante de rotina.
Se desejado, o acido nucléico pode ser ainda manipulado para criar outras

formas de anticorpos da inven¢éo, como descrito abaixo. Para expressar um
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anticorpo humano recombinante isolado por varredura de uma biblioteca
combinatorial, 0 DNA codificando o anticorpo € clonado em um vetor de ex-
pressdo recombinante e introduzido em algumas células hospedeiras de
mamiferos, como descrito acima.

Permuta de Classe

Outro aspecto da presente invengéo é proporcionar um meca-
nismo pelo qual a classe de um anticorpo anti-IGF-IR pode ser trocada com
outra. Em um aspecto da invengao, uma molécula de &cido nucléico codifi-
cando VL ou VH ¢ isolada usando métodos de conhecimento geral na técni-
ca de tal modo que nao inclua quaisquer seqliéncias de acidos nucléicos
codificando CL ou CH. As moléculas de acido nucléico codificando VL ou VH
sdo entdo ligadas operativamente a uma sequiéncia de acidos nucléicos co-
dificando um CL ou CH de uma classe diferente de molécula de imunoglobu-
lina. Isto pode ser feito usando um vetor ou molécula de 4cido nucléico que
compreende uma cadeia CL ou CH, como descrito acima. Por exemplo, um
anticorpo anti-IGF-IR que foi originalmente IgM pode ser trocado de classe
para uma IgG. Além disso, a permuta de classe pode ser usada para con-
verter uma subclasse de IgG em outra, por exemplo, de igG1 para IgG2. Um
método preferencial para produzir um anticorpo da invengao compreendendo
alguns isdtipos desejados compreende as etapas de isolar um &cido nucléico
codificando a cadeia pesada de um anticorpo anti-IGF-IR e um acido nucléi-
co codificando a cadeia leve de um anticorpo anti-IGF-IR, obter a regiao va-
ridvel da cadeia pesada, ligar a regido varidvel da cadeia pesada com o do-
minio constante de uma cadeia pesada do desejado isotipo, expressando a
cadeia leve e a cadeia pesada ligada em uma célula, e coletar 0 anticorpo
anti-IGF-IR com o isétipo desejado.

Derivados de Anticorpos.

Pode-se usar as moléculas de acido nucléico descritas acima
para produzir derivados de anticorpos usando técnicas e métodos conheci-
dos por uma pessoa versada na técnica.

Anticorpos Humanizados
Conforme foi discutido acima em conexao com produgéo de an-
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ticorpos humanos, ha vantagens para produzir anticorpos com reduzida
imunogenicidade. Isto pode ser feito em algum grau usando técnicas de hu-
manizagao e técnicas de amostras usando bibliotecas adequadas. Sera re-
conhecido que anticorpos murinos ou anticorpos de outras espécies podem
ser humanizados ou primatizados usando técnicas de conhecimento geral na
técnica. Ver por exemplo, Winter e Harris Immunol Today 14: 43 - 46 (1993)
e Wright et al. Crit. Reviews in Immunol. 12125 - 168 (1992). O anticorpo de
interesse pode ser produzido por engenharia genética por meio de técnicas
de DNA recombinante substituindo os CH1, CH2, CH3, dominios de eixo,
e/ou o dominio de estrutura com a seqiéncia humana correspondente (ver
WO 92/02190 e as Patentes dos Estados Unidos Nos. 5.530.101, 5.585.089,
5.693.761, 5.693.792, 5.714.350, e 5.777.085). Em uma modalidade prefe-
rencial, o anticorpo anti-IGF-IR pode ser humanizado substituindo os CH1,
CH2, CH3, dominios de eixo, e/ou 0 dominio de estrutura com a seqiiéncia
humana correspondente ao mesmo tempo que mantendo todos os CDRS da
cadeia pesada, da cadeia leve ou tanto das cadeias pesadas quanto leves.

Anticorpos Mutados

Em outra modalidade, as moléculas de acido nucléico, vetores e
células hospedeiras podem ser usadas para preparar anticorpos anti-IGF-IR
mutados. Os anticorpos podem ser mutados nos dominios variaveis das ca-
deias pesadas e/ou leves para alterar uma propriedade de ligagéo do anti-
corpo. Por exemplo, pode ser feita uma mutagédo em uma ou mais das regi-
des CDR para aumentar ou reduzir o Ky do anticorpo para IGF-IR, para au-
mentar ou reduzir Kq, ou para alterar a especificidade de ligagdo do anticor-
po. Técnicas de mutagénese sitio-dirigida sdo de conhecimento geral na
técnica. Ver, por exemplo, Sambrook et al. e Ausubel et al., supra. Em uma
modalidade preferencial, sdo feitas mutagdes em um residuo aminodcido
que se sabe que € alterado comparado com a germinativa em uma regiao
varidvel de um anticorpo anti-IGF-IR. Em uma modalidade mais preferencial,
uma ou mais mutagdes séo feitas em um aminodcido residuo que se sabe
que é alterado comparado com a linhagem-germinativa em uma regido vari-
avel ou regido CDR de um dos anticorpos anti-IGF-IR 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
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3.1.1,4.9.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade, uma ou mais mutagdes
sao feitas em um residuo aminoacido que se sabe que é alterado compara-
do com a linhagem-germinativa em uma regi&o variavel ou regides CDR cuja
sequéncia de aminoacidos é apresentada na SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22 ou 24, ou aquelas seqliéncia de 4cidos nucléicos é apre-
sentada na SEQID NOS: 1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 ou 23. Em outra
modalidade, as moléculas de acido nucléico sdo mutadas em uma ou mais
das regides de estrutura. Pode ser feita uma mutagdo em uma regiao de es-
trutura ou dominio constante para aumentar a meia-vida do anticorpo anti-
IGF-IR. Ver, por exemplo, WO 00/09560, publicado em 24 de fevereiro de
2000, incorporado a este relatdrio por meio de referéncia. Em uma modali-
dade, pode haver uma, trés ou cinco mutagdes de ponto e nao mais de dez
mutagdes de ponto. Também pode ser feita uma mutagado em uma regido de
estrutura ou dominio constante para alterar a imunogenicidade do anticorpo,
para proporcionar um sitio para ligagao covalente ou néo covalente a outra
molécula, ou para alterar propriedades tais como fixagdo do complemento.
Podem ser feitas mutagdes em cada uma das regides de estrutura, do domi-
nio constante e das regides variaveis em um unico anticorpo mutado. Alter-
nativamente, podem ser feitas mutagées em somente uma das regides de
estrutura, das regides varidveis ou do dominio constante em um Gnico anti-
corpo mutado.

Em uma modalidade, ha ndo mais de dez alteragdes de aminoa-
cidos ou nas regides VH ou VL do anticorpo anti-IGF-IR mutado comparado
com o anticorpo anti-IGF-IR antes da mutagao. Em uma modalidade mais
preferencial, ha nao mais de cinco alteragdes de aminodcidos ou nas regides
VH ou VL do anticorpo anti-IGF-IR mutado, mais preferencialmente ndo mais
de trés alteragbes de aminoacidos. Em outra modalidade, ha ndo mais de
quinze alteragdes de aminoacidos nés dominios constantes, mais preferen-
cialmente, ndo mais de dez alteragdes de aminoacidos, ainda mais preferen-
cialmente, nao mais de cinco alteragdes de aminoacidos.

Anticorpos Modificados
Em outra modalidade, pode ser preparado um anticorpo de fu-
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s80 ou imunoadesina o qual compreende todo ou uma porgdo de um anti-
corpo anti-IGF-IR ligado a outro polipeptideo. Em uma modalidade preferen-
cial, somente as regides variaveis do anticorpo anti-IGF-IR séo ligadas ao
polipeptideo. Em outra modalidade preferencial, o dominio VH de um anti-
corpo anti-IGF-IR sdo ligados a um primeiro polipeptideo, ao passo que o
dominio VL de um anticorpo anti-IGF-IR sdo ligados a um segundo poli-
peptideo que associa com o primeiro polipeptideo de um modo no qual os
dominios VH e VL podem interagir um com o outro para formar um sitio de
ligagdo de anticorpos. Em outra modalidade preferencial, o dominio VH é
separado do dominio VL por um ligante de tal modo que os dominios VH e
VL podem interagir um com o outro (ver abaixo em Anticorpos de Cadeia
Unica). O anticorpo VH-ligante-VL & entéo ligado ao polipeptideo de interes-
se. O anticorpo de fusao é Util para orientar um polipeptideo para uma célula
ou tecido expressando IGF-IR. O polipeptideo pode ser um agente terapéuti-
co, tal como uma toxina, fator de crescimento ou outra proteina regulatéria,
ou pode ser um agente diagnéstico, tal como uma enzima que pode ser fa-
cilmente visualizada, tal como peroxidase de rabano silvestre. Além disso,
podem ser criados anticorpos de fusdo nos quais dois (ou mais) anticorpos
de cadeia Unica sdo encadeados a um outro. Isto é util caso se deseje criar
um anticorpo divalente ou polivalente sobre uma tnica cadeia de polipepti-
deo, ou caso se queira criar um anticorpo biespecifico.

Para criar um anticorpo de cadeia unica, (scFv) os fragmentos
de DNA codificando VH e VL sdo ligados operativamente a outro fragmento
codificando um ligante flexivel, por exemplo, codificando a segiiéncia de
aminoécidos (Gly4 -Ser); {(SEQ ID NO: 60), de tal modo que as seqtiéncias
VH e VL podem ser expressas como uma proteina de cadeia (nica contigua,
com as regides VL e VH ligadas pelo ligante flexivel (ver por exemplo, Bird et
al. (1988) Science 242: 423 - 426; Huston et al. {1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85: 5879 - 5883; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552 - 554). O
anticorpo de cadeia Unica pode ser monovalente, se for usado somente um
tnico VH e VL, bivalente, se forem usados dois VH e VL, ou polivalente, se

forem usados mais de dois VH e VL.
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Em outra modalidade, outros anticorpos modificados podem ser
preparados usando moléculas de acidos nucléicos codificando anti-IGF-IR.
Por exemplo, "Kappa bodies" (1l et al., Protein Eng 10: 949 - 57 (1997)), "Mi-
nibodies" (Martin et al., EMBO J 13: 5303 - 8 (1994)), "Diabodies" (Holliger et
al., PNAS USA 90: 6444 - 6448 (1993)), ou "Janusins" (Traunecker et al.,
EMBO J 10: 3655 - 3659 (1991) e Traunecker et al. "Janusin: new molecular
design for bispecific reagents" Int J Cancer Suppl/ 7: 51 - 52 (1992)) podem
ser preparados usando técnicas de biologia molecular de rotina seguindo os
ensinamentos da especificagéo.

Em outro aspecto, podem ser produzidos anticorpos quiméricos
e biespecificos. Pode ser preparado um anticorpo quimérico que compreen-
de CDRs e regides de estrutura de diferentes anticorpos. Em uma modalida-
de preferencial, os CDRs do anticorpo quimérico compreendem todos o0s
CDRs da regido varidvel de uma cadeia leve ou cadeia pesada de um anti-
corpo anti-IGF-IR, ao passo que regides de estrutura séb derivadas de um
ou mais diferente anticorpos. Em uma modalidade mais preferencial, os
CDRs do anticorpo quimérico compreendem todos os CDRs das regides va-
ridveis da cadeia leve e da cadeia pesada de um anticorpo anti-IGF-IR. As
regides de estrutura podem ser de outra espécie e pode, em uma modalida-
de preferencial, ser humanizadas. Alternativamente, as regides de estrutura
podem ser de outro anticorpo humano.

Pode ser produzido um anticorpo biespecifico que liga especifi-
camente a IGF-IR através de um dominio de ligacdo e a uma segunda molé-
cula através de um segundo dominio de ligagdo. O anticorpo biespecifico
pode ser produzido através de técnicas de biologia molecular recombinante,
ou pode ser conjugado junto fisicamente. Além disso, pode ser produzido um
anticorpo de cadeia Unica contendo mais de um VH e VL que liga especifi-
camente a IGF-IR e a outra molécula. Tais anticorpos biespecificos podem
ser produzidos usando técnicas que sao de conhecimento geral por exem-
plo, em conexao com (i) e (ii) ver por exemplo, Fanger et al. Immunol
Methods 4. 72 - 81 (1994) e Wright e Harris, supra, € em conexao com (iii)
ver por exemplo, Traunecker et al. Int. J. Cancer (Suppl) 7: 51 - 52 (1992).
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Em uma modalidade preferencial, o anticorpo biespecifico liga a IGF-IR e a
outra molécula expressa em alto nivel em células cancerigenas ou tumorais.
Em uma modalidade mais preferencial, a outra molécula é receptor erbB2,
VEGF, CD20 ou EGF-R.

Em uma modalidade, os anticorpos modificados descritos acima
sdo preparados usando uma ou mais das regides varidveis ou uma ou mais
regides CDR de um dos anticorpos selecionados entre 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3,
3.1.1, 49.2, 4.17.3 ou 6.1.1. Em outra modalidade, os anticorpos modifica-
dos sdo preparados usando uma ou mais das regiées variaveis ou uma ou
mais regioes CDR cuja seqliéncia de aminoacidos é apresentada na SEQ ID
NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ou 24, ou cuja seqiiéncia de &cidos
nucléicos é apresentada na SEQ ID NOS: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21
ou 23.

Anticorpos Derivados e Marcados

Um anticorpo ou porgao de anticorpo da invengao pode ser deri-
vado ou ligado & outra molécula (por exemplo, outro peptideo ou proteina).
De modo geral, os anticorpos ou por¢do dos mesmos sdo derivados de tal
modo que a ligagao de IGF-IR ndo é afetada de modo adverso pela deriva-
¢ao ou etiquetagdo. Por conseguinte, os anticorpos e porgdes de anticorpos
da invengéo pretendem incluir tanto formas intactas quanto modificadas dos
anticorpos anti-IGF-IR humanos descritos neste relatério. Por exemplo, um
anticorpo ou porgao de anticorpo da invengdo pode ser funcionalmente en-
cadeado (por meio de ligacao quimica, fusdo genética, associagdo nao co-
valente ou de outro modo) a uma ou mais outras entidades moleculares, tais
como outro anticorpo (por exemplo, um anticorpo biespecifico ou um diacor-
po), um agente de detecgdo, um agente citotdxico, um agente farmacéutico,
e/ou uma proteina ou peptideo que pode mediar a associa¢ao do anticorpo
ou porgao de anticorpo com outra molécula (tal como uma regido de nucleo
de estreptavidina ou uma etiqueta de poli-histidina).

Um tipo de anticorpo derivado é produzido por meio de reticula-
¢éo de dois ou mais anticorpos (do mesmo tipo ou de tipos diferentes, por

exemplo, para criar anticorpos biespecificos). Reticuladores adequados in-
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cluem aqueles que sao heterobifuncionais, tendo dois grupamentos distinta-
mente reativos separados por um espagador adequado (por exemplo, éster
de m-maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida) ou homobifuncional (por
exemplo, dissuccinimidii suberato). Tais ligantes estao disponiveis na Pierce
Chemical Company, Rockford, lll,

Qutro tipo de anticorpo derivado é um anticorpo marcado.
Agentes de detecgao Uteis com os quais um anticorpo ou porgéo de anticor-
po da invengao pode ser derivado includem compostos fluorescentes, inclu-
sive fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, 5-dimetilamina-1-
naftalenossulfonil cloreto, ficoeritrina, fosforos de lantanideo e semelhantes.
Um anticorpo também pode ser marcado com enzimas que s&o Uteis para
detecgao, tais como peroxidase de rabano silvestre, B-galactosidase, lucife-
rase, fosfatase alcalina, glicose oxidase e semelhantes. Quando um anticor-
po é marcado com uma enzima detectdvel, é detectado acrescentando rea-
gentes adicionais que a enzima usa para produzir um produto da reagéo que
pode ser percebida. Por exemplo, quando estéa presente o agente peroxida-
se de rabano silvestre, a adi¢éo de perdxido de hidrogénio e diaminobenzi-
dina leva a um produto da reagao colorido, o qual é detectavel. Um anticorpo
também pode ser marcado com biotina, e detectado através de medicéo in-
direta da ligagao de avidina ou estreptavidina. Um anticorpo pode ser mar-
cado com um agente magnético, tal como gadolinio. Um anticorpo também
pode ser marcado com alguns epitopes de polipeptideos predeterminados
reconhecidos por um repdrter secundario (por exemplo, seqiiéncias de pares
de ziper de leucina, sitios de ligagao para anticorpos secundarios, dominios
de ligacdo de metal, etiquetas de epitopes). Em algumas modalidades, sao
fixadas etiquetas por bragos espagadores de varias extensoes para reduzir o
impedimento estérico potencial.

Um anticorpo anti-IGF-IR também pode ser marcado com um
aminoacido radiomarcado. A radioetiqueta pode ser usada tanto para fins
diagndsticos quanto terapéuticos. Por exemplo, a radioetiqueta pode ser
usada para detectar tumores expressando IGF-IR por meio de radiografia ou

outras técnicas diagnésticas. Além disso, a radioetiqueta pode ser usada
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terapeuticamente como uma toxina para células cancerosas ou tumores.
Exemplos de etiquetas para polipeptideos incluem, porém sem limitagao, os
seguintes radioisétopos ou radionuclideos - °H, *C, *N, %S, ¥y, #*1¢, ""'In,
125|, 131|.

Um anticorpo anti-IGF-[R também pode ser derivado com um
grupo quimico tal como polietileno glicol (PEG), um grupo metil ou etil, ou um
grupo carboidrato. Estes grupos podem ser uteis para melhorar as caracte-
risticas bioldgicas do anticorpo, por exemplo, para aumentar a meia-vida
sérica ou para aumentar a ligagéo tecidual.

Composicoes Farmacéuticas e Kits

A invengdo também refere-se a uma composicdo farmacéutica
para o tratamento de um distdrbio hiperproliferativo em um mamifero o qual
compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um composto da
invengao e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em uma modalidade, a
composi¢do farmacéutica referida € para o tratamento de cancer tal como
céncer do cérebro, pulmonar, de células escamosas, da bexiga, gastrico,
pancreatico, de mama, de cabega, de pescogo, renal, dos rins, dos ovarios,
de préstata, coloretal, do esdfago, ginecoldgico ou da tirdide. Em outra mo-
dalidade, a referida composicao farmacéutica refere-se a distlrbios hiperpro-
liferativos nao cancerigenos tais como, sem limitagéo, restenose apés angi-
oplastia e psoriase. Em outra modalidade, a inveng¢ao refere-se a composi-
¢Oes farmacéuticas para o tratamento de um mamifero que requer ativagéo
de IGF-IR, em que a composigao farmacéutica compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo ativante da invengéo e um vefculo
farmaceuticamente aceitavel. Composi¢des farmacéuticas compreendendo
anticorpos ativantes podem ser usadas para tratar animais que carecem de
suficiente IGF-1 ou IGF-II, ou podem ser usadas para tratar a osteoporose,
fraqueza ou distarbios nos quais 0 mamifero secreta muito pouco horménio
do crescimento ativo ou € incapaz de responder ao hormdnio do crescimen-
to.

Os anticorpos anti-IGF-IR da invengao podem ser incorporados

em composicdes farmacéuticas adequadas para administragéo a um indivi-
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duo. Tipicamente, a composi¢do farmacéutica compreende um anticorpo da
invengao e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Conforme usado neste
relatdrio, "veiculo farmaceuticamente aceitavel" inclui quaisquer e todos os
solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifingicos, agentes isotonicos e retardantes da absorgdo, e semelhantes
que sdo fisiologicamente compativeis. Exemplos de veiculos farmaceutica-
mente aceitavel incluem um ou mais de agua, salina, salina tamponada com
fosfato, dextrose, glicerol, etanol e semelhantes, bem como combinagdes
dos mesmos. Em muitos casos, sera preferencial incluir agentes isotonicos,
por exemplo, agucares, polidlcoois tais como manitol, sorbitol, ou cloreto de
sédio na composigdo. Substancias farmaceuticamente aceitaveis tais como
umectantes ou quantidades menores de substancias auxiliares tais como
agentes umectantes ou emulsificantes, conservantes ou tampoes, os quais
aumentam a estocagem ou eficacia do anticorpo ou por¢ao de anticorpos.
As composiges desta invengdo podem estar em uma variedade
de formas. Estas incluem, por exemplo, formas de dosagens liquidas, semi-
solidas e sdlidas, tais como solugdes liquidas (por exemplo, solugdes injeta-
veis e infundiveis), dispersdes ou suspensdes, comprimidos, pilulas, pos,
lipossomas e supositérios. A forma preferencial depende do modo de admi-
nistragéo pretendido e da aplicagéo terapéutica. Composigdes tipicas prefe-
renciais estdo sob a forma de solugdes injetaveis ou infundiveis, tais como
composi¢oes semelhantes as usadas para imunizagao passiva de seres hu-
manos com outros anticorpos. O modo de administragao preferencial é pa-
renteral (por exemplo, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscu-
lar). Em uma modalidade preferencial, o anticorpo é administrado por meio
de infusdo ou injecao intravenosa. Em outra modalidade preferencial, o anti-
corpo € administrado por meio de injegdo intramuscular ou subcutanea.
Composigdes terapéuticas tipicamente devem ser estéreis e es-
taveis sob as condi¢bes de fabricagdo e armazenagem. A composi¢do pode
ser formulada como uma solugdo, microemulsdo, dispersao, lipossoma, ou
outra estrutura ordenada adequadas para alta concentragao de drogas. So-

lugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas incorporando o anticorpo
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anti-IGF-IR na quantidade requerida em um solvente adequado com um in-
grediente ou uma combinagao de ingredientes enumerados acima, conforme
necessario, seguido por esterilizagzo filtrada. De modo geral, dispersbes sdo
preparadas incorporando o composto ativo em um veiculo estéril que contém
um meio de dispersdo basico e os outros ingredientes requeridos entre
aqueles enumerados acima. No caso de pds estéreis para a prepara¢éo de
solugdes injetaveis estéreis, os métodos de preparagao preferenciais s&o
secagem a vacuo e secagem por congelamento que produz um p6 do ingre-
diente ativo mais qualquer ingrediente desejado adicional de uma solugao do
mesmo previamente filtrada estéril. A fluidez adequada de uma solugéo pode
ser mantida, por exemplo, por meio do uso de uma camada tal como lecitina,
por meio da manutengédo do tamanho de particula requerido no cado de dis-
persao e por meio do uso de tensoativos. A absorcao prolongada de compo-
sicoes injetaveis pode ser originada inclusive na composigao por um agente
que retarda a absor¢ao, por exemplo, sais de monostearato e gelatina.

Os anticorpos da presente invengéo podem ser administrados
por meio de uma variedade de métodos conhecidos na técnica, embora para
muitas aplicagdes terapéuticas, a vialomodo preferencial de administragéo
seja intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intravenosa ou infusdo.
Conforme sera reconhecido pelo técnico versado, a via e/ou modo de admi-
nistracdo variarao dependendo dos resultados desejados. Em uma modali-
dade, os anticorpos da presente invengdo podem ser administrados como
uma Unica dose ou podem ser administrados como doses multiplas.

Em algumas modalidades, o composto ativo pode ser preparado
com um veiculo que protegera o composto contra rapida liberag¢ao, tal como
uma formulagdo de liberagdo controlada, inclusive implantes, emplastros
transdérmicos, e sistemas de liberagao microencapsulados. Podem ser usa-
dos polimeros biocompativeis, biodegradéveis, tais como etileno vinil aceta-
to, polianidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, e acido poli-
lactico. Muitos métodos para a preparagdo de tais formulagdes estéo paten-
teados ou sdo conhecidos de modo geral daqueles versados na técnica. Ver,

por exemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systéms, J.
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R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Em algumas modalidades, o anti-IGF-IR da invengdo pode ser
administrado por via oral, por exemplo, com um diluente inerte ou um veiculo
comestivel assimilavel. O composto (e outros ingredientes, se desejado)
também pode ser encerrado dentro de uma capsula de gelatina de concha
dura ou mole, prensado em comprimidos, ou incorporado diretamente na
dieta do individuo. Para administragao terapéutica oral, os compostos podem
ser incorporados com excipientes e usados sob a forma de comprimidos in-
geriveis, comprimidos bucais, trociscos, capsulas, elixires, suspensoes, xa-
ropes, ostias, e semelhantes. Para administrar um composto da invengéo
por meio de administragao diferente da parenteral, pode ser necessario re-
vestir o composto com, ou co-administrar o composto com, um material para
evitar sua inativagao.

Compostos ativos suplementares também podem ser incorpora-
dos nas composi¢des. Em algumas modalidades, um anti-IGF-IR da inven-
¢ao é co-formulado com e/ou co-administrado com um ou mais agentes te-
rapéuticos adicionais, tais como um agente quimioterapico, um agente anti-
neoplasico ou um agente antitumoral. Por exemplo, um anticorpo anti-IGF-IR
pode ser co-formulado e/ou co-administrado com um ou mais agentes tera-
péuticos adicionais. Estes agentes incluem, sem limitagdo, anticorpos que
ligam outros alvos (por exemplo, anticorpos que ligam um ou mais fatores do
crescimento ou citocinas, seus receptores da superficie celular ou IGF-),
proteinas de ligagdo de IGF-I, agentes antineoplasticos, agentes quimiotera-
picos, agentes antitumorais, oligonucleotideos anti-sentido contra IGF-IR ou
IGF-I, anélogos de peptideos que bloqueiam a ativacao de IGF-IR, IGF-IR
solliveis, e/ou um ou mais agentes quimicos que inibem a produgéo ou a
atividade de IGF-I, os quais sdo conhecidos na técnica, por exemplo, octreo-
tideo. Para uma composig¢éo farmacéutica compreendendo um anticorpo de
ativagdo, o anticorpo anti-IGF-IR pode ser formulado com um fator que au-
menta a proliferagao celular ou evita a apoptose. Tais fatores incluem fatores
do crescimento tais como IGF-I, e/ou andlogos de IGF-I que ativam IGF-IR.

Tais terapias combinadas podem exigir menores dosagens do anticorpo anti-
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IGF-IR bem como dos agentes co-administrados, deste modo evitando pos-
siveis toxicidades ou complicagdes associadas com as varias monoterapias.
Em uma modalidade, o anticorpo € um ou mais agentes terapéuticos adicio-
nais.

As composigdes farmacéuticas da invengdo podem incluir uma
"quantidade terapeuticamente eficaz" ou uma "quantidade profilaticamente
eficaz" de um anticorpo ou porgéo de anticorpo da invengdo. Uma “quanti-
dade terapeuticamente eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz, em dosa-
gens e por periodos de tempo necessarios, para obter o resultado terapéuti-
co desejado. Uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo ou por-
¢ao de anticorpo pode variar de acordo com fatores tais como o estado da
doenca, a idade, 0 sexo, e o peso do individuo, e a capacidade do anticorpo
ou porgdo de anticorpo para provocar uma resposta desejada no individuo.
Uma quantidade terapeuticamente eficaz é também uma na qual quaisquer
efeitos téxicos ou nocivos do anticorpo ou porgéo de anticorpo séo supera-
dos pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma "quantidade profilatica-
mente eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz, em dosagens e por petio-
dos de tempo necessarios, para obter o resultado profilatico desejado. Tipi-
camente, como uma dose profilatica € usada nos individuos antes de ou em
um estagio precoce da doenga, a quantidade profilaticamente eficaz sera
menor do que a quantidade terapeuticamente eficaz.

Os regimes de dosagens podem ser ajustados para proporcionar
a resposta 6tima desejada (por exemplo, uma resposta terapéutica ou profi-
latica). Por exemplo, um Unico bolo pode ser administrado, vérias doses di-
vididas podem ser administradas durante o tempo ou a dose pode ser pro-
porcionalmente reduzida ou aumentada como indicado pelas exigéncias da
situagdo terapéutica. A composicao farmacéutica compreendendo o anticor-
po ou compreendendo uma combinagao de terapias compreendendo o anti-
COorpo e um ou mais agentes terapéuticos adicionais pode ser formulada para
doses Unicas ou miltiplas. E especialmente vantajoso formular composigdes
parenterais em forma de unidade de dosagem para facilidade de administra-

¢do e uniformidade de dosagem. A forma de unidade de dosagem como
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usada neste relatdrio refere-se a unidades fisicamente distintas adequadas
como dosagens unitarias para os individuos mamiferos a serem tratados;
cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de composto ativo
calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em associagédo com o
veiculo farmacéutico necessario. A especificagdo para as formas de unidade
de dosagem da invengéo é ditada por e diretamente dependente (a) das ca-
racteristicas tnicas do composto ativo e do efeito particular terapéutico ou
profilatico a ser atingido, e (b) das limitagdes inerentes na técnica da combi-
nagao de um tal composto ativo para o tratamento da sensibilidade em indi-
viduos. Uma formulagéo particularmente (til € 5 mg/ml anticorpo anti-IGF-IR
em um tampao de 20 mM de citrato de sodio, pH 5,5, 140 mM de NaCl, e 0,2
mg/ml de polissorbato 80.

Uma faixa tipica, nao-limitante para uma quantidade terapeuti-
camente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo ou porgao de anticorpo
da invengéo é 0,1 - 100 mg/kg, mais preferencialmente 0,5 - 50 mg/kg, mais
preferencialmente 1 - 20 mg/kg, e ainda mais preferencialmente 1 - 10
mg/kg. Deve ser observado que 0s valores das dosagens podem variar com
o tipo e a gravidade da condi¢ao a serem aliviados. Deve ser ainda entendi-
do que para qualquer individuo em particular, regimes de dosagens especifi-
cas devem ser ajustados durante o tempo de acordo com a necessidade do
individuo e o critério profissional da pessoa que administrar ou supervisionar
a administragdo das composicdes, e que as faixas de dosagens determina-
das neste relatdrio sdo somente tipicas e nao pretendem limitar o &mbito ou
a prética da composi¢céo reivindicada. Em uma modalidade, a quantidade
terapeuticamente ou propilaticamente eficaz de um anticorpo ou porgéo de
ligagéo de antigeno do mesmo é administrada junto com um ou mais agen-
tes terapéuticos adicionais.

Em outro aspecto, a invengdo refere-se & administragdo de um
anticorpo anti-IGF-IR para o tratamento de cancer em uma dose de menos
de 300 mg por més.

Outro aspecto da presente invengao fornece kits compreenden-

do os anticorpos anti-IGF-IR e as composi¢des farmacéuticas compreen-
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dendo estes anticorpos. Um kit pode incluir, além do anticorpo ou composi-
¢do farmacéutica, agentes diagndsticos ou terapéuticos. Um kit também
pode incluir instrugdes para uso em um metodo diagnéstico ou terapéutico.
Em uma modalidade preferencial, o kit inclui o anticorpo ou uma composigéo
farmacéutica do mesmo e um agente diagndstico que pode ser usado em
um método descrito abaixo, Em outra modalidade preferencial, o kit inclui o
anticorpo ou uma composig¢éo farmacéutica do mesmo e um ou mais agen-
tes terapéuticos, tais como um agente antineoplastico, agente antitumoral ou
agente quimioterapico adicionais, que podem ser usados em um método
descrito abaixo.

Esta invengdo também refere-se a composi¢bes farmacéuticas
para inibir o crescimento celular anormal em um mamifero as quais compre-
endem uma quantidade de um composto da invengédo em combinag¢éo com
uma quantidade de um agente quimioterapico, em que as quantidades do
composto, sal, solvato, ou pré-droga, e do agente quimioterapico sao juntas
eficazes para inibir o crescimento celular anormal. Muitos agentes quimiote-
rapicos sdo atualmente conhecidos na técnica. Em uma modalidade, os
agentes quimioterapicos s@o selecionados entre o grupo consistindo em ini-
bidores mitoticos, agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibiéticos interca-
lantes, inibidores do fator do crescimento, inibidores do ciclo celular, enzi-
mas, inibidores da topoisomerase, agentes anti-sobrevivéncia, modificadores
da resposta biolégica, anti-horménios, por exemplo antiandrégencs, e
agentes antiangiogénese.

Agentes antiangiogénese, tais como inibidores de MMP-2 (me-
taloproteinase de matriz 2), inibidores de MMP-9 (metaloproteinase de matriz
9), e inibidores de COX-Il (ciclooxigenase Il), podem ser usados em conjunto
com um composto da invengdo. Exemplos de inibidores COX-Il dteis incluem
CELEBREX® (alecoxib), valdecoxib, e rofecoxib. Exemplos de inibidores de
metaloproteinase de matriz (teis sdo descritos em WO 96/33172 (publicado
em 24 de outubro de 1996), em WO 96/27583 (publicado em 7 de margo de
1996), no Pedido de Patente Européia N° 97304971.1 (depositado em 8 de
julho de 1997), no Pedido de Patente Européia N® 99308617.2 (depositado
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em 29 outubro de 1999), WO 98/07697 (publicado em 26 de fevereiro de
1998), WO 98/03516 (publicado em 29 de janeiro de 1998), WO 98/34918
(publicado em 13 de agosto de 1998), WO 98/34915 (publicado em 13 de
agosto de 1998), WO 98/33768 (publicado em 6 de agosto de 1998), WO
98/30566 (publicado em 16 de julho de 1998), na Publicagao da Patente Eu-
ropéia 606.046 (publicada em 13 de julho de 1994), na Publicag¢éo da Pa-
tente Européia 931.788 (publicada em 28 de julho de 1999), WO 90/05719
(publicado em 31 de maio de 1990), WO 99/52910 (publicado em 21 de ou-
tubro de 1999), WO 99/52889 (publicado em 21 de outubro de 1999), WO
99/29667 (publicado em 17 de junho de 1999), no Pedido Internacional PCT
N2 PCT/IB98/01113 (depositado em 21 de julho de 1998), no Pedido de Pa-
tente Européia N® 99302232.1 (depositado em 25 de margo de 1999), no
pedido de patente da Gra Bretanha nimero 9912961.1 (depositado em 3 de
junho de 1999), no Pedido Provisério dos Estados Unidos N° 60/148.464
(depositado em 12 de agosto de 1999), na Patente dos Estados Unidos N¢
5.863.949 (emitida em 26 de janeiro de 1999), na Patente dos Estados Uni-
dos No. 5.861.510 (emitida em 19 de janeiro de 1999), e na Publicagdo da
Patente Européia 780.386 (publicada em 25 de junho de 1997), todos os
quais sdo incorporados a este relatério em sua totalidade por meio de refe-
réncia. Os inibidores de MMP preferenciais sdo aqueles que néo demons-
tram artralgia. Mais preferenciais, sdo aqueles que inibem seletivamente
MMP-2 e/ou MMP-$ em relagéo as outras metaloproteinases de matriz (isto
é, MMP-1, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-10,
MMP-11, MMP-12, e MMP-13). Alguns exemplos especificos de inibidores
de MMP dteis na presente invengao sdo AG-3340, RO 32-3555, RS 13-
0830, e 0os compostos citados na seguinte lista: acido 3-[[4-(4-flior-fendxi)-
benzenossulfonil]-(1-hidroxicarbamoil-ciclopentil)-amino]-propidnico; - hidroxi-
amida de d&cido 3-exo-3-[4-(4-flior-fendxi)-benzenossulfonilamino]-8-oxa-
biciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico; hidroxiamida de acido (2R, 3R) 1-[4-(2-
cloro-4-fliior-benziléxi)-benzenossulfonil]-3-hidréxi-3-metil-piperidina-2-

carboxilico; hidroxiamida de acido 4-[4-(4-fldor-fendxi)-

benzenossulfonilamino]-tetrahidro-piran-4-carboxilico; 4cido  3-[[4-(4-flior-
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fendxi)-benzenossulfonil}-(1-hidroxicarbamoil-ciclobutil)-amino]-propidnico;
hidroxiamida de &cido 4-[4-(4-cloro-fendxi)-benzenossulfonilamino)-tetraidro-
piran-4-carboxilico; hidroxiamida de acido (R) 3-[4-(4-cloro-fendxi)-
benzenossulfonilamino]-tetraidro-piran-3-carboxilico; hidroxiamida de acido
(2R, 3R) 1-[4-(4-flior-2-metil-benziidxi)-benzenossulfonil}-3-hidréxi-3-metil-
piperidina-2-carboxilico;  acido  3-[[4-(4-flior-fendxi)-benzenossulfonil]-(1-
hidroxicarbamoil-1-metil-etil)-amino]-propidnico; acido 3-[[4-(4-filior-fendxi)-
benzenossulfonil]-(4-hidroxicarbamoil-tetraidro-piran-4-il)-amino]-propiénico;
hidroxiamida de &cido 3-exo-3-[4-(4-cloro-fenéxi)-benzenossulfonilamino]-8-
oxa-ciclo[3.2.1Joctano-3-carboxilico; hidroxiamida de &cido 3-endo-3-[4-(4-
fluor-fendxi)-benzenossulfonilamino]-8-oxa-iciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico;

e hidroxiamida de acido (R) 3-[4-(4-flior-fendxi)- benzenossulfonilaminol-
tetraidro-furan-3-carboxilico; e sais e solvatos farmaceuticamente aceitaveis
dos referidos compostos.

Um composto da invengéo também pode ser usado com inibido-
res de transducéo de sinal, tais como agentes que podem inibir respostas de
EGF-R (receptor de fator do crescimento epidérmico), tais como anticorpos
EGF-R, anticorpos EGF, e moléculas que séo inibidores de EGF-R; inibido-
res de VEGF (fator do crescimento endotelial vascular), tais como receptores
de VEGF e moléculas que podem inibir VEGF; e inibidores de receptores
erbB2, tais como moléculas organicas ou anticorpos que ligam ao receptor
erbB2, por exemplo, HERCEPTIN® (Genentech, Inc.). Inibidores de EGF-R
sao descritos, por exemplo em WO 95/19970 (publicado em 27 de julho de
1995), em WO 98/14451 (publicado em 9 de abril de 1998), em WO
98/02434 (publicado em 22 de janeiro de 1998), e na Patente dos Estados
Unidos No. 5.747.498 (emitida em 5 de maio de 1998), e tais substancias
podem ser usadas na presente inven¢do como descrito neste relatorio.
Agentes de inibigao de EGFR incluem, porém sem limitagao, os anticorpos
monoclonais C225 e anti-EGFR 22Mab (ImClone Systems Incorporated),
ABX-EGF (Abgenix/Cell Genesys), EMD-7200 (Merck KgaA), EMD-5590
(Merck KgaA), MDX-447/H-477 (Medarex Inc. e Merck KgaA), e 0s compos-
tos ZD-1834, ZD-1838 e ZD-1839 (AstraZeneca), PKI-166 (Novartis), PKi-
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166/CGP-75166 (Novartis), PTK 787 (Novartis), CP 701 (Cephalon), leflu-
nomida (Pharmacia/Sugen), CI-1033 (Wamer Lambert Parke Davis), Cl-
1033/PD 183.805 (Warner Lambert Parke Davis), CL-387.785 (Wyeth-
Ayerst), BBR-1611 (Boehringer Mannheim GmbH/Roche), Naamidina A
(Bristol Myers Squibb), RC-3940-II (Pharmacia), BIBX-1382 (Boehringer In-
gelheim), OLX-103 (Merck & Co.), VRCTC-310 (Ventech Research), toxina
de fusdo de EGF (Seragen Inc.), DAB-389 (Seragen/Lilgand), ZM-252808
(Imperial Cancer Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-A12 (Parker
Hughes Cancer Center), WHI-P97 (Parker Hughes Cancer Center), GW-
282974 (Glaxo), KT-8391 (Kyowa Hakko) e Vacina de EGF-R (York Medi-
cal/Centro de Immunologia Molecular (CIM)). Estes e outros agentes inibido-
res de EGF-R podem ser usados ha presente invengao.

Inibidores de VEGF, por exemplo SU-5416 e SU-6668 (Sugen
Inc.), SH-268 (Schering), e NX-1838 (NeXstar) também podem ser combina-
dos com o composto da presente invengéo. Inibidores de VEGF séo descri-
tos, por exemplo em WO 99/24440 (publicado em 20 de maio de 1999), no
Pedido Internacional PCT PCT/IB99/00797 (depositado em 3 de maio de
1999), em WO 95/21613 (publicado em 17 de agosto de 1995), em WO
99/61422 (publicado em 2 de dezembro de 1999), na Patente dos Estados
Unidos No. 5.834.504 (emitida em 10 de novembro de 1998), em WO
98/50356 (publicado em 12 de novembro de 1998), na Patente dos Estados
Unidos No. 5.883.113 (emitida em 16 de margo de 1999), na Patente dos
Estados Unidos No. 5.886.020 (emitida em 23 de margo de 1999), na Pa-
tente dos Estados Unidos No. 5.792.783 (emitida em 11 de agosto de 1998),
em WO 99/10349 (publicado em 4 de margo de 1999), em WO 97/32856
(publicado em 12 de setembro de 1997), WO 97/22596 (publicado em 26 de
junho de 1997), em WO 98/54093 (publicado em 3 de dezembro de 1998},
em WO 98/02438 (publicado em 22 de janeiro de 1998), em WO 99/16755
(publicado em 8 de abril de 1999), e em WO 98/02437 (publicado em 22 de
janeiro de 1998), todos os quais s&o incorporados a este relatério em suas
totalidades por meio de referéncia. Outros exemplos de alguns inibidores de

VEGF especificos (teis na presente invengdo sdo IM862 (Cytran Inc.); anti-
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corpo monoclonal anti-VEGF da Genentech, Inc.; e angiozima, uma ribozima
sintética da Ribozyme e Chiron. Estes e outros inibidores de VEGF podem
ser usados na presente invengdo como descrito neste relatorio.

Inibidores de receptor ErbB2, tais como GW-282974 (Glaxo
Wellcome plc), e os anticorpos monoclonais AR-209 (Aronex Pharmaceuti-
cals Inc.) e 2B-1 (Chiron), podem além disso ser combinados com o com-
posto da invengdo, por exemplo os indicados em WO 98/02434 (publicado
em 22 de janeiro de 1998), em WO 99/35146 (publicado em 15 de julho de
1999), em WO 99/35132 (publicado em 15 de julho de 1999), em WO
98/02437 (publicado em 22 de janeiro de 1998), em WO 97/13760 (publica-
do em 17 de abril de 1997), WO 95/19970 (publicado em 27 de julho de
1995), na Patente dos Estados Unidos No. 5.587.458 (emitida em 24 de de-
zembro de 1996), e na Patente dos Estados Unidos No. 5.877.305 {emitida
em 2 de marco de 1999), os quais s@o todos incorporados por meio deste a
este relatério em suas totalidades por meio de referéncia. Inibidores de re-
ceptor ErbB2 (teis na presente invengao também estéo descritos no Pedido
Provisdrio dos Estados Unidos No. 60/117.341, depositado em 27 de janeiro
de 1999, e o Pedido Provisorio dos Estados Unidos No. 60/117.346, depo-
sitado em 27 de janeiro de 1999, ambos os quais sdo incorporados em suas
totalidades a este relatério por meio de referéncia. Os compostos inibidores
de receptor erbB2 e substancias descritas nos pedidos PCT, patentes dos
Estados Unidos, e pedidos provisérios dos Estados Unidos supracitados,
bem como outros compostos e substancias que inibem o receptor erbB2,
podem ser usados com o composto da presente invengao de acordo com a
presente invencgao.

Agentes anti-sobrevivéncia incluem anticorpos anti-IGF-IR e
agentes antiintegrina, tais como anticorpos antiintegrina.
Métodos Diagnésticos de Uso

Os anticorpos anti-IGF-IR podem ser usados para detectar IGF-
IR em uma amostra bioldgica in vitro ou in vivo. os anticorpos anti-IGF-IR
podem ser usados em um imunoensaio convencional, inclusive, sem limita-

¢&@o, um ELISA, um RIA, FACS, imuno-histoquimica tecidual, Western blot
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ou imunoprecipitagdo. Os anticorpos anti-IGF-IR da invengdo podem ser
usados para detectar IGF-IR de seres humanos. Em outra modalidade, os
anticorpos anti-IGF-IR podem ser usados para detectar IGF-IR de primatas
do Velho Mundo tais como macacos cinomologous e rhesus, chimpanzés e
monos. A invengéo fornece um método para detectar anti-IGF-IR em uma
amostra biolégica compreendendo por uma amostra bioldgica em contato
com um anticorpo anti-IGF-IR da invengéo e detectar o anticorpo ligado a
anti-\GF-IR, para detectar o IGF-IR na amostra biolégica. Em uma modalida-
de, o anticorpo anti-IGF-IR é diretamente marcado com uma etiqueta detec-
tavel. Em outra modalidade, o anticorpo anti-IGF-IR (o primeiro anticorpo) é
nao-marcado e um segundo anticorpo ou outra molécula que pode ligar o
anticorpo anti-IGF-IR é marcado. Conforme é de conhecimento geral da-
queles versados na técnica,  escolhido um segundo anticorpo que é capaz
de ligar especificamente as espécies especificas e classe do primeiro anti-
corpo. Por exemplo, se o anticorpo anti-IGF-IR for uma 1gG humana, entéo o
anticorpo secundario pode ser uma IgG anti-humana. Outras moléculas que
podem ligar a anticorpos incluem, sem limitagéo, Proteina A e Proteina G,
ambas as quais estdo disponiveis comerciaimente, por exemplo, em Pierce
Chemical Co.

Etiquetas adequadas para o anticorpo ou anticorpo secundario
foram descritas supra, e incluem varias enzimas, grupos prostéticos, materi-
ais fluorescentes, materiais luminescentes, agentes magnéticos e materiais
radioativos. Exemplos de enzimas adequadas incluem peroxidase de rabano
silvestre, fosfatase alcalina, B-galactosidase, ou acetilcolinesterase; exem-
plos de complexos de grupos prostéticos adequados incluem estreptavidi-
na/biotina e avidina/biotina; exemplos de materiais fluorescentes adequados
incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansita ou ficoeritrina; um
exemplo de um material luminescente inclui luminol; um exemplo de um
agente magnético inclui gadolinio; e exemplos de material radicativo ade-
quados incluem 21, "1, %8 ou *H.

Em uma modalidade alternativa, IGF-IR pode ser testado em
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uma amostra bioldgica por meio de um imunoensaio de competicao utilizan-
do padrdes de IGF-IR marcados com uma substancia detectavel e um anti-
corpo anti-IGF-IR ndo-marcado. Neste teste, a amostra bioldgica, os padroes
de IGF-IR marcados e o anticorpo anti-IGF-IR s&o combinados e é determi-
nada a quantidade de padrao de IGF-IR marcado ligado ao anticorpo nao-
marcado. A quantidade de IGF-IR na amostra bioldgica é inversamente pro-
porcional a quantidade de padrdao de IGF-IR marcado ligado ao anticorpo
anti-IGF-IR.

Pode-se usar os imunoensaios descritos acima para uma série
de finalidades. Em uma modalidade, os anticorpos anti-IGF-IR podem ser
usados para detectar IGF-IR em células em cultura celular. Em uma modali-
dade preferencial, os anticorpos anti-IGF-IR podem ser usados para deter-
minar o nivel de fosforilagéo por tirosina, autofosforilagéo por firosina de IGF-
IR, e/ou a quantidade de IGF-IR sobre a superficie celular apés tratamento
das células com varios compostos. Este método pode ser usado para testar
compostos que podem ser usados para ativar ou inibir IGF-IR. Neste méto-
do, uma amostra de células é tratada com um composto de teste por um pe-
riodo de tempo enquanto outra amostra é deixada sem tratamento. Se for
para ser medida a autofosforilagdo por tirosina, as células sdo lisadas e a
fosforilagdo por tirosina do IGF-IR é medida usando um imunoensaio des-
crito acima ou como desctrito no Exemplo Ill, o qual usa um ELISA. Se for
para ser medido o nivel total de IGF-IR, as células s&o lisadas e o nivel total
de IGF-IR é medido usando um dos imunoensaios desctitos acima.

Um imunoensaio preferencial para determinar a fosforilagao por
tirosina de IGF-IR ou para medir os niveis totais de IGF-IR é um ELISA ou
Western blot. Se somente for para ser medido o nivel de IGF-IR da superfi-
cie celular, as células ndo sdo lisadas, e os niveis de IGF-IR da superficie
celular sdo medidos usando um dos imunoensaios descritos acima. Um
imunoensaio preferencial para determinar os niveis de IGF-IR da superficie
celular inclui as etapas de marcar as proteinas da superficie celular com
uma etiqueta detectavel, tal como biotina ou "I, imunoprecipitar o IGF-IR

com um anticorpo anti-IGF-IR e em seguida detectar o IGF-IR marcado. Qu-
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tro imunoensaio preferencial para determinar a localizagdo de IGF-IR, por
exemplo, niveis da superficie celular, é usando imuno-histoquimica. Métodos
tais como ELISA, RIA, Western blot, imuno-histoquimica, marcagdo da su-
perficie celular de proteinas da membrana integral e imunoprecipitagéo sao
de conhecimento geral na técnica. Ver, por exemplo, Harlow e Lane, supra.
Além disso, 0s imunoensaios podem ser graduados para triagem de alta
produtividade total de modo a testar um grande ntimero de compostos para
ou ativagéo ou inibi¢ao de IGF-IR.

Os anticorpos anti-IGF-IR da invengédo também podem ser usa-
dos para determinar os niveis de IGF-IR em um tecido ou em células deriva-
das do tecido. Em uma modalidade preferencial, o tecido é um tecido morto.
Em uma modalidade mais preferencial, o tecido € um tumor ou uma bidpsia
do mesmo. Em uma modalidade preferencial do método, um tecido ou uma
bidpsia do mesmo é excisado de um paciente. O tecido ou biépsia é entdo
usado em um imunoensaio para determinar, por exemplo, os niveis de IGF-
IR, os niveis de IGF-IR da superficie celular, os niveis de fosfotilagéo por
tirosina de IGF-IR, ou a iocalizagdo de IGF-IR por meio dos métodos discuti-
dos acima. O método pode ser usado para determinar se um tumor expressa
IGF-IR em um alto nivel.

O método diagndstico descrito acima pode ser usado para de-
terminar se um tumor expressa altos niveis de IGF-IR, o que pode ser indi-
cativo de que o tumor responderd bem ao tratamento com anticorpo anti-
IGF-IR. O método diagndstico também pode ser usado para determinar se
um tumor € potencialmente canceroso, se expressa altos niveis de IGF-IR,
ou benigno, se expressa baixos niveis de IGF-IR. Além disso, 0 método dia-
gndstico também pode ser usado para determinar se o tratamento com anti-
corpo anti-IGF-IR (ver abaixo) esta fazendo com que um tumor expresse
menores nhiveis de IGF-IR e/ou expresse menores niveis de autofosforilagdo
por tirosina, e deste modo pode ser usado para determinar se o tratamento
estd tendo éxito. De modo geral, um método para determinar se um anticor-
po anti-IGF-IR reduz a fosforilagdo por tirosina compreende as etapas de

medir o nivel de fosforilagdo por tirosina em uma célula ou tecido de interes-
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se, incubar a célula ou tecido com um anticorpo anti-IGF-IR ou por¢éo de
ligagdo de antigeno do mesmo, em seguida medir novamente o nivel de
fosforilagdo por tirosina na célula ou tecido. A fosforilagao por tirosina de
IGF-IR ou de outra proteina ou proteinas pode ser medida. O método dia-
gnostico também pode ser usado para determinar se um tecido ou célula
ndo esta expressando niveis suficientemente elevados de IGF-IR ou niveis
suficientemente elevados de IGF-IR ativado, o que pode ser o caso para in-
dividuos com nanismo, osteoporose ou diabetes. Um diagnéstico de que os
niveis de IGF-IR ou IGF-IR ativo s@o baixos demais pode ser usado para
tratamento com anticorpos ativantes anti-IGF-IR, IGF-I ou outros agentes
terapéuticos para aumentar os niveis ou atividade de IGF-IR.

Os anticorpos da presente invengao também podem ser usados
in vivo para localizar tecidos e 6rgaos que expressam IGF-IR. Em uma mo-
dalidade preferencial, os anticorpos anti-IGF-IR podem ser usados para lo-
calizar tumores expressando IGF-IR. A vantagem dos anticorpos anti-IGF-IR
da presente invengdo € que eles ndo produzirdo uma resposta imune na
administragao. O método compreende as etapas de administrar um anticor-
po anti-IGF-IR ou uma composi¢ao farmacéutica do mesmo a um paciente
que necessite de um tal teste diagndstico e submeter o paciente & analise
por estudo de imagens para determinar a localizagao dos tecidos expres-
sando IGF-IR. A andlise por estudo por imagens é de conhecimento geral na
técnica médica, e inclui, sem limitacdo, andlise radiografcas, estudo por ima-
gens de ressonancia magnética (MRI) ou tomografia computadorizada (CE).
Em outra modalidade do método, é obtida uma bidpsia do paciente para de-
terminar se o tecido de interesse expressa IGF-IR ao invés de submeter o
paciente a analise por estudo por imagens. Em uma modalidade preferenci-
al, os anticorpos anti-IGF-IR podem ser marcados com um agente detectavel
que pode ser estudado por imagens em um paciente. Por exemplo, o anti-
corpo pode ser marcado com um agente de contraste, tal como bario, o qual
pode ser usado para andlise radiografica, ou um agente de contraste mag-
nético, tal como um quelato de gadolinio, o qual pode ser usado para MR ou

CE. Qutros agentes de marcagéo incluem, sem limitagao, radioisétopos, tais
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como *Tc. Em outra modalidade, o anticorpo anti-IGF-IR sera nao-marcado
e sera estudado por imagens administrando um segundo anticorpo ou outra
molécula que seja detectavel e que possa ligar o anticorpo anti-IGF-IR.
Métodos Terapéuticos de Uso

Em outra modalidade, a invengao fornece um método para inibir
a atividade de IGF-IR administrando um anticorpo anti-IGF-IR a um paciente
que necessite do mesmo. Quaisquer dos tipos de anticorpos descritos neste
relatério podem ser usados terapeuticamente. Em uma modalidade prefe-
rencial, o anticorpo anti-IGF-IR é um anticorpo humano, quimérico ou huma-
nizado. Em outra modalidade preferencial, o IGF-IR & humano e o paciente é
um paciente humano. Alternativamente, o paciente pode ser um mamifero
que expressa um IGF-IR que o anticorpo anti-IGF-IR tem rea¢do cruzada. O
anticorpo pode ser administrado a um mamifero ndo-humano expressando
um IGF-IR com o qual o anticorpo tem reagdo cruzada (isto €, um primata,
ou um macaco cinomologous ou rhesus) para fins veterinarios ou como um
modelo animal de doenga humana. Tais modelos animais podem ser uteis
para avaliar a eficécia terapéutica dos anticorpos desta invengéo.

Conforme usado neste relatdrio, o termo "um disttrbio no qual a
atividade de IGF-IR é prejudicial" pretende incluir doengas e outros disturbi-
0s nos quais foi demonstrado ou se suspeita de que a presenca de altos ni-
veis de IGF-IR em um individuo que esteja sofrendo do distlbio é ou res-
ponsavel pela patofisiologia do distirbio ou um fator que contribui para uma
piora do disturbio. Por conseguinte, um distdrbio no qual altos niveis de ati-
vidade de IGF-IR sao prejudiciais € um distdrbio no qual se espera que a
inibicdo da atividade de IGF-IR alivie os sintomas e/ou a progressao do dis-
tarbio. Tais distdrbios podem ser evidenciados, por exemplo, por um au-
mento nos niveis de IGF-IR sobre a superficie celular ou em aumento da
autofosforilagao por tirosina de IGF-IR nas células ou tecidos afetados de um
individuo que sofre do distdrbio. O aumento nos niveis de IGF-IR pode ser
detectado, por exemplo, usando um anticorpo anti-IGF-IR como descrito
acima. _

Em uma modalidade preferencial, um anticorpo anti-IGF-IR pode
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ser administrado a um paciente que tenha um tumor expressando IGF-IR.
Um tumor pode ser um tumor sélido ou pode ser um tumor nao-sdlido, tal
como um linfoma. Em uma modalidade mais preferencial, um anticorpo anti-
IGF-IR pode ser administrado a um paciente que tenha um tumor expres-
sando IGF-IR que seja cancerigeno. Em uma modalidade ainda mais prefe-
rencial, 0 anticorpo anti-lGF-IR é administrado a um paciente que tenha um
tumor nos pulmdes, de mama, de prdstata ou de colon. Em uma modalidade
altamente preferencial, o método faz com que o tumor n&o aumente de peso
ou volume ou reduza de peso ou volume. Em outra modalidade, 0 método
faz com que o IGF-IR sobre o tumor seja internalizado. Em uma modalidade
preferencial, o anticorpo é selecionado entre 2,12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1,
4.9.2, ou 6.1.1, ou compreende uma cadeia pesada, cadeia leve ou regiao
de ligagéo de antigeno do mesmo.

Em outra modalidade preferencial, um anticorpo anti-IGF-IR
pode ser administrado a um paciente que expresse niveis inadequadamente
elevados de IGF-I. E de conhecimento na técnica que a expressio em altos
niveis de IGF-l pode levar a uma variedade de canceres comuns. Em uma
modalidade mais preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR é administrado a um
paciente com cancer de prostata, glioma ou fibrossarcoma. Em uma modali-
dade ainda mais preferencial, o0 método faz com que o cancer pare de proli-
ferar anormalmente, ou ndo aumente de peso ou de volume ou reduza de
peso ou de volume.

Em uma modalidade, o referido método refere-se ao tratamento
de cancer tais como cancer do cérebro, de células escamosas, da bexiga,
gastrico, pancredtico, de mama, da cabega, do pescogo, do esdfago, da
prostata, coloretal, pulmonar, renal, dos rins, ovariano, ginecolégico ou da
tirdide. Pacientes que podem ser tratados com alguns compostos da inven-
¢ao de acordo com os métodos desta invengéo incluem, por exemplo, paci-
entes que foram diagnosticados como tendo cancer pulmonar, cancer 6sseo,
cancer pancredtico, cancer de pele, cancer de cabega e pescogo, melanoma
cutaneo ou intra-ocular, cancer uterino, cancer ovariano, cancer retal, cancer

da regido anal, cancer do estdmago, cancer de célon, cancer de mama, tu-
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mores ginecoldgicos (por exemplo, sarcomas uterinos, carcinoma das trom-
pas de faldpio, carcinoma do endométrio, carcinoma do colo uterino, carci-
noma da vagina ou carcinoma da vulva), doenca de Hodgkin, cancer do
esofago, cancer do intestino delgado, cancer do sistema enddcrino (por
exemplo, cancer das glandulas tirdide, paratirdide ou adrenal), sarcomas de
tecidos moles, cancer da uretra, cancer do pénis, cancer da préstata, leuce-
mia cronica ou aguda, tumores sélidos da infancia, linfomas linfociticos ,
cancer da bexiga, cancer do rim ou ureter (por exemplo, carcinoma de célu-
las renais, carcinoma da pelve renal), ou neoplasmas do sistema nervoso
central (por exemplo, linfoma primario do sistema nervoso central, tumores
da coluna vertebral, gliomas do tronco-cerebral ou adenomas da pituitaria).
O anticorpo pode ser administrado uma vez, porém mais prefe-
rencialmente é administrado mdltiplas vezes. O anticorpo pode ser adminis-
trado a partir de trés vezes ao dia até uma vez a cada seis meses. A admi-
nistragdo pode ser em um esquema tal como trés vezes ao dia, duas vezes
ao dia, uma vez ao dia, uma vez a cada dois dias, uma vez a cada trés dias,
uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez a cada més,
uma vez a cada dois meses, uma vez a cada trés meses e uma vez a cada
seis meses. O anticorpo pode ser administrado por via oral, mucosa, bucal,
intranasal, inalavel, intravenosa, subcutanea, intramuscular, parenteral, in-
tratumoral ou tépica. O anticorpo pode ser administrado em um sitio distante
do sitio do tumor. O anticorpo também pode ser administrado continuamente
através de um miniémbolo. O anticorpo pode ser administrado uma vez, no
minimo duas vezes ou por no minimo o periodo de tempo até a condi¢ao ser
tratada, aliviada ou curada. O anticorpo geralmente sera administrado por
tanto tempo quanto o tumor estiver presente contanto que o anticorpo faca
com que o tumor ou cancer pare de crescer ou reduza de peso ou de volu-
me. O anticorpo geralmente serd administrado como parte de uma composi-
¢éo farmacéutica como descrito acima. A dosagem do anticorpo geralmente
estara dentro da faixa de 0,1 - 100 mg/kg, mais preferencialmente 0,5 - 50
mg/kg, mais preferencialmente 1 - 20 mg/kg, e ainda mais preferencialmente

1- 10 mg/kg. A concentragdo sérica do anticorpo pode ser medida por meio
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de qualquer método conhecido na técnica. Ver, por exemplo, o Exemplo XVII
abaixo. O anticorpo também pode ser administrado profilaticamente de modo
a evitar que ocorra um cancer ou tumor. Isto pode ser especialmente Util em
pacientes que tenham um nivel "normal alto" de IGF-1 porque foi demonstra-
do que estes pacientes tém um maior risco de desenvolver canceres co-
muns. Ver Rosen et al., supra.

Em outro aspecto, o anticorpo anti-IGF-IR pode ser co-
administrado com outros agentes terapéuticos, tais como drogas ou molé-
culas antineoplasticas, a um paciente que tenha um distarbio hiperproliferati-
vo, tal como cancer ou um tumor. Em um aspecto, a invengéo refere-se a um
método para o tratamento do distdrbio hiperproliferativo em um mamifero
compreendendo administrar ao referido mamifero uma quantidade terapeuti-
camente eficaz de um composto da invengdo em combinagdo com um
agente antitumoral selecionado entre o grupo consistindo em, porém sem
limitagdo, inibidores mitéticos, agentes alquilantes, antimetabdlitos, agentes
intercalantes, inibidores do fator do crescimento, inibidores do ciclo celular,
enzimas, inibidores de topoisomerase, modificadores da resposta bioldgica,
anti-hormdnios, inibidores de cinase, inibidores de metaloprotease de matriz,
agentes terapéuticos genéticos e antiandrégenos. Em uma modalidade mais
preferencial, o anticorpo pode ser administrado com um agente antineoplas-
tico, tal como adriamicina ou taxol. Em outra modalidade preferencial, o anti-
corpo ou combinagao de terapias € administrado junto com radioterapia,
quimioterapia, terapia fotodindmica, cirurgia ou outras imunoterapias. Em
ainda outra modalidade preferencial, o anticorpo sera administrado com ou-
tro anticorpo. Por exemplo, o anticorpo anti-IGF-IR pode ser administrado
com um anticorpo ou outro agente que se sabe que inibe a proliferagéo de
tumores ou de células cancerigenas, por exemplo, um anticorpo ou agente
que inibe o receptor de erbB2, EGF-R, CD20 ou VEGF.

A co-administragao do anticorpo com um agente terapéutico adi-
cional (combinagdo de terapias) engloba administrar uma composi¢éo far-
macéutica compreendendo o anticorpo anti-IGF-IR e o agente terapéutico

adicional e administrar duas ou mais composi¢bes farmacéuticas isoladas,
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uma compreendendo o anticorpo anti-IGF-IR e a outra ou outras compreen-
dendo o agente ou agentes terapéuticos adicionais. Além disso, embora a
co-administragdo ou combinagdo de terapias geralmente signifique que o
anticorpo e agentes terapéuticos adicionais sdo administrados ao mesmo
tempo que o outrto, também engloba casos nos quais o anticorpo e agentes
terapéuticos adicionais sao administrado em momentos diferentes. Por
exemplo, 0 anticorpo pode ser administrado uma vez a cada trés dias, en-
quanto o agente terapéutico adicional é administrado uma vez ao dia. Alter-
nativamente, o anticorpo pode ser administrado antes ao ou em seguida ao
tratamento do disturbio com agente terapéutico adicional. Do mesmo modo,
a administragdo do anticorpo anti-IGF-IR pode ser administrada antes a ou
em seguida a outra terapia, tal como radioterapia, quimioterapia, terapia fo-
todinamica, cirurgia ou outra imunoterapia.

O anticorpo e um ou mais agentes terapéuticos adicionais (a
combinag@o de terapias) podem ser administrados uma vez, duas vezes ou
no minimo o periodo de tempo até a condigao ser tratada, aliviada ou cura-
da. Preferencialmente, a combinagdo de terapias € administrada muitiplas
vezes. A combinagao de terapias pode ser administrada a partir de trés ve-
zes ao dia até uma vez a cada seis meses. A administracao pode ser em um
esquema tal como trés vezes ao dia, duas vezes ao dia, uma vez ao dia,
uma vez a cada dois dias, uma vez a cada trés dias, uma vez por semana,
uma vez a cada duas semanas, uma vez a cada més, uma vez a cada dois
meses, uma vez a cada trés meses e uma vez a cada seis meses, ou pode
ser administrada continuamente através de um miniémbolo. A combinagéo
de terapias pode ser administrada através de via oral, mucosa, bucal, intra-
nasal, inaldvel, intravenosa, subcutanea, intramuscular, parenteral, intratu-
moral ou tdpica. A combinag¢ao de terapias pode ser administrada em um
sitio distante do sitio do tumor. A combinagéo de terapias geralmente sera
administrada por tanto tempo quanto o tumor estiver presente contanto que
o anticorpo faga com que tumor ou cancer pare de crescer ou reduza de
peso ou de volume.

Em ainda uma modalidade adicional, o anticorpo anti-IGF-IR é
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marcado com uma radioetiqueta, uma imunotoxina ou uma toxina, ou é uma
proteina de fusdo compreendendo um peptideo tdxico. O anticorpo anti-|GF-
IR ou proteina de fusdo de anticorpo anti-IGF-IR orienta a radioetiqueta,
imunotoxina, toxina ou peptideo toxico para o tumor expressando IGF-IR ou
célula cancerigena. Em uma modalidade preferencial, a radiostiqueta,
imunotoxina, toxina ou peptideo téxico é internalizado apds o anticorpo anti-
IGF-IR ligar ao IGF-IR sobre a superficie do tumor ou célula cancerigena.

Em outro aspecto, o anticorpo anti-IGF-IR pode ser usado tera-
peuticamente para induzir a apoptose de células especificas em um paciente
que necessite do mesmo. Em muitos casos, as células visadas para apopto-
se sdo células cancerigenas ou tumorais. Portanto, em uma modalidade
preferencial, a invengéo fornece um método para induzir apoptose adminis-
trando uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-IGF-IR
a um paciente que necessite do mesmo. Em uma modalidade preferencial, o
anticorpo é selecionado entre 2.12.1,2.13.2, 2.14.3,3.1.1, 4.9.2, 0u6.1.1, ou
compreende uma cadeia pesada, cadeia leve ou regido de ligagdo de anti-
geno do mesmo.

Em outro aspecto, o anticorpo anti-IGF-IR pode ser usado para
tratar estados ndo-cancerigenos nos quais altos niveis de |GF-I e/ou IGF-IR
foram associados com o estado ou doenga néo-cancerigena. Em uma mo-
dalidade, o método compreende a etapa de administrar um anticorpo anti-
IGF-IR a um paciente que tenha um estado patoldgico ndo-cancerigeno cau-
sado ou exacerbado por altos niveis de IGF-l e/ou niveis ou atividade de
IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, o estado patolégico nao-
cancerigeno é acromegalia, gigantismo, psoriase, aterosclerose, restenose a
musculatura lisa dos vasos sanguineos ou proliferagdo microvascular inade-
quada, tal como a encontrada como uma complicagdo dos diabetes, especi-
almente dos olhos. Em uma modalidade mais preferencial, o anticorpo anti-
IGF-IR retarda o progresso do estado patoldgico nao-cancerigeno. Em uma
modalidade mais preferencial, o anticorpo anti-IGF-IR para ou reverte, no
minimo em parte, 0 estado patoldgico nao-cancerigeno.

Em outro aspecto, a invengdo formece um método para adminis-
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trar um anticorpo anti-IGF-IR ativante a um paciente que necessite do mes-
mo. Em uma modalidade, o anticorpo ativante ou composigéo farmacéutica é
administrado a um paciente que necessite do mesmo em uma quantidade
eficaz para aumentar a atividade de IGF-IR. Em uma modalidade mais prefe-
rencial, o anticorpo ativante é capaz de restaurar a atividade normal de IGF-
IR. Em outra modalidade preferencial, o anticorpo ativante pode ser admi-
nistrado a um paciente que tenha baixa estatura, neuropatia, uma redugao
na massa muscular ou osteoporose, Em outra modalidade preferencial, o
anticorpo ativante pode ser administrado com um ou mais outros fatores que
aumentam a proliferagéo celular, evitam apoptose ou aumentam a atividade
de IGF-IR. Tais fatores incluem fatores do crescimento tais como IGF-I, e/ou
analogos de IGF-I que ativam IGF-IR. Em uma modalidade preferencial, o
anticorpo é selecionado entre 4.17.3, ou compreende uma cadeia pesada,
cadeia leve ou porgao de ligagdo de antigeno do mesmo.
Terapia Genética

As moléculas de acido nucléico da presente invengao podem ser
administradas a um paciente que necessite do mesmo via terapia genética.
A terapia pode ser ou in vivo ou ex vivo. Em uma modalidade preferencial,
moléculas de acidos nucléicos codificando tanto uma cadeia pesada quanto
uma cadeia leve s2o administradas a um paciente. Em uma modalidade
mais preferencial, as moléculas de acido nucléico sao administradas de tal
modo que elas sejam estavelmente integradas no cromossomo de células B
porque estas células sao especializadas para produzir anticorpos. Em uma
modalidade preferencial, precursores de células B sao transfectados ou in-
fectados ex vivo e retransplantados em um paciente que necessite dos
mesmos. Em outra modalidade, precursores de células B ou outras células
séo infectados in vivo usando um virus que se sabe que infecta o tipo celular
de interesse. Vetores tipicos usados para terapia genética incluem liposso-
mas, plasmideos, ou vetores virais, tais como retrovirus, adenovirus e virus
adeno-associados. Apds infec¢do ou in vivo ou ex vivo, os niveis da expres-
sao de anticorpos podem ser monitorados tomando uma amostra do paci-

ente tratado e usando qualquer imunoensaio conhecido na técnica e discuti-
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do neste relatério.

Em uma modalidade preferencial, 0 método de terapia genética
compreende as etapas de administrar uma quantidade eficaz de uma molé-
cula de acido nucléico isolada codificando a cadeia pesada ou a porgao de
ligag@o de antigeno da mesma do anticorpo humano ou porgao do mesmo e
expressando a molécula de 4cido nucléico. Em outra modalidade, 0 método
de terapia genética compreende as etapas de administrar uma quantidade
eficaz de uma molécula de acido nucléico isolada codificando a cadeia leve
ou a porgéo de ligagao de antigeno da mesma do anticorpo humano ou por-
¢d0 do mesmo e expressando a molécula de acido nucléico. Em um método
mais preferencial, 0 método de terapia genética compreende as etapas de
administrar uma quantidade eficaz de uma molécula de acido nucléico isola-
da codificando a cadeia pesada ou a porgdo de ligagdo de antigeno da
mesma do anticorpo humano ou porgao do mesmo e uma quantidade eficaz
de uma molécula de acido nucléico isolada codificando a cadeia leve ou a
porcdo de ligagao de antigeno da mesma do anticorpo humano ou porg¢éo do
mesmo e expressando as moléculas de 4cido nucléico. O método de terapia
genética também pode compreender a etapa de administrar outro agente
anticancerigeno, tal como taxol, tamoxifeno, 5-FU, adriamicina ou CP-
358.774.

De modo que esta inveng¢do possa ser melhor entendida, séo
estabelecidos os seguintes exemplos. Estes exemplos sao para fins de ilus-
tragdo somente e ndo devem ser considerados de modo algum como limi-
tantes para o ambito da invengao.

EXEMPLO I: Produgao de Hibridomas Produtores de Anticorpos Anti-IGF-IR

Os anticorpos da invengdo foram preparados, selecionados, e

testados como se segue:

Imunizagéo e produgéo de hibridoma
XENOMICE® de oito a dez semanas de idade foi imunizado por

via intraperitoneal ou em suas patas traseiras com ou o dominio extracelular
de IGF-IR humano (10 pg/dose/camundongo), ou com células 3T3-IGF-IR ou

300.19-IGF-IR, as quais sdo duas linhagens celulares transfectadas que ex-
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pressam IGF-IR humano em suas membranas plasmaticas (10 x 10° célu-
las/dose/camundongo). Esta dose foi repetida cinco a sete vezes por um
periodo de trés a oito semanas. Quatro dias antes da fus@o, os camundon-
gos receberam uma injegao final do dominio extracelular de IGF-IR humano
em PBS. Linfécitos do bago e de linfonodos de camundongos imunizados
foram fundidos com a linhagem celular de mieloma nao-secretor P3-X63-
Ag8.653 e foram submetidos a selecdo HAT coma previamente descrito
(Galfre e Milstein, Methods Enzymol. 73: 3 - 46, 1981). Um painel de hibri-
domas todos secretando anticorpos IgG2x humanos IGF-IR especificos foi
recuperado. Sete hibridomas produtores de anticorpos monoclonais especi-
ficos para IGF-IR foram selecionados para estudo posterior e foram desi-
gnados 2.12.1,2.13.2,2.14.3,3.1.1,49.2, 4173 ¢ 6.1,1.

Os hibridomas 2.12.1, 2.13.2, 2.14.3, 3.1.1, 4.9.2 e 4.17.3 foram
depositados na American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, em 12 de dezembro de 2000 com 0s

seguintes nimeros de depdsito:

Hibridoma Depésito No.
2.12.1 PTA-2792
2.13.2 PTA-2788
2.14.3 PTA-2790
3.1.1 PTA-2791
492 PTA-2789
417.3 PTA-2793

EXEMPLO Il: Determinacdo de Constantes de Afinidade (Kq) de Anticorpos

Monoclonais Anti-IGF-IR Totalmente Humanos por BlAcore

Foram feitas medidas de afinidade de anticorpos purificados por
ressonancia de plasmon superficial usando o instrumento BlAcore 3000, se-
guindo os protocolos do fabricante.

Protocolo 1

Para realizar andlise cinética, proteina A foi imobilizada sobre as

superficies do sensorchip do BlAcore. O sensorchip foi entdo usado para

capturar os anticorpos anti-IGF-IR da presente invencao. Diferentes concen-
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tragdes do dominio extracelular de IGF-IR foram injetadas sobre o sensor-
chip e as cinéticas de ligagao e de dissociagao das interagdes entre os anti-
corpos anti-/GF-IR e o dominio extracelular de IGF-IR foram analisadas. Os
dados foram avaliados com ajuste global Langmuir 1 : 1, usando modelos de
mudanga basais disponiveis no programa BlAevaluation fornecido pelo BIA-
core.
Protocolo 2

Foram realizadas medi¢ées de BlAcore essencialmente como
descrito por Fagerstam et al. "Detection of antigen-antibody interactions by
surface plasmon resonance. Applications to epitope mapping." J. Mol. Re-
cog. 3: 208 - 214. (1990).

A Tabela | lista medi¢des por afinidade para anticorpos anti-IGF-

IR tipicos da presente inven¢éo:

Tabela |
Anticorpo Ka(M) Ka(M)

Monoclonal Protocolo [ Protocolo 2
2.12.1 7,37x10°
2.132 3,5x10° 1,53x10°
2.14.3 6,41 x 107
3.1.1 1,15x 10°
4.9.2 6,84 x 1070 4,27 x 107
4173 1,3x10°
6.1.1 5,65x 107

A andlise cinética indica que os anticorpos preparados de acordo
com a invengdo possuem altas afinidades e fortes constantes de ligagao
para 0 dominio extracelular de IGF-IR.

EXEMPLO llI: Inibigdo mediada por Anticorpo da
Fosforilacdo de IGF-I induzida por IGF-IR
Foram feitos experimentos de ELISA de modo a determinar se

os anticorpos desta invengéo eram capazes de bloguear a ativagéo de IGF-
IR mediada por IGF-IR. A ativagéo de IGF-IR mediada por IGF-I foi detecta-

da por meio de aumento da fosforilagéo por tirosina associada a receptor.
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Preparacédo de Lamina ELISA

Foram preparadas laminas de captura ELISA adicionando 100 pl
de tampao de bloqueio (3 % de albumina sérica bovina (BSA] em solugao
salina tamponada com Tris [TBS]) a cada cavidade de algumas laminas de
96 cavidades revestidas com Proteina G ReactiBind (Pierce) e foram incu-
badas as laminas com agitagao por 30 minutos a temperatura ambiente. Foi
diluido anticorpo anti-IGF-IR pan-especifico SC-713 de coelho (Santa Cruz)
em tamp@o de bloqueio a uma concentragao de 5 pg/ml e foram adicionados
100 pl de anticorpo diluido a cada cavidade. Foram incubadas as laminas
com agitagdo por 60 - 90 minutos a temperatura ambiente. Em seguida fo-
ram lavadas as laminas cinco vezes com tampao de lavagem (TBS + 0,1 %
Tween 20) e suavemente borrado o tampéo remanescente sobre papel ab-
sorvente. Estas laminas ndo foram deixadas para secar antes da adigao de
lisado.

Preparagéo de Lisado de Células expressando IGF-IR

Foram colocadas células NIH-3T3 transfectadas com IGF-IR (5 x
10%ml) em 100 pl de meios de crescimento (meios de alto teor de glicose
DMEM suplementados com L-glutamina (0,29 mg/ml), 10 % de FBS inativa-
do por calor, e 500 pug/ml cada geneticina, penicilina e estreptomicina) em
laminas de fundo em U de 96 cavidades. Foram incubadas as laminas a
37°C, 5 % de CO, de um dia para o outro para deixar as células fixarem.
Foram decantados os meios das laminas e os substituimos com 100 pl de
meios de crescimento fresco por cavidade. Para a experimentagao, foram
diluidos os anticorpos anti-IGF-IR potenciais para cinco vezes a concentra-
¢éo final desejada em meios de crescimento e forma adicionados 25 ul por
cavidade. Todas as amostras foram feitas em triplicata. Em seguida foram
incubadas as laminas a 37°C por uma hora. Foram estimuladas as células
com 25 pl/cavidade de 600 ng/ml de IGF-1 (preparado em meios de cresci-
mento) e incubadas e as laminas & temperatura ambiente por 10 minutos.
Em seguida foram decantados os meios invertendo as laminas e borrando
suavemente sobre papel absorvente e foram lisados as células aderentes
adicionando 50 pl de tampao de lise (50 mM de HEPES, pH 7,4, 10 mM de
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EDTA, 150 mM de NaCl, 1,5 mM de MgCl,, 1,6 mM de NaVOs, 1 % de Triton
X-100, 1 % de glicerol suplementado imediatamente antes do uso com um
comprimido de inibidor de protease livie de EDTA [Roche Molecular Scien-
ces] por 50 ml) e agitando por 5 minutos & temperatura ambiente. Foram
adicionados 200 pl de tamp&o de diluigdo (50 mM de HEPES, pH 7,4, 1,6
mM de NaVQ,) a cada cavidade e misturadas pipetando para cima e para
baixo. Foram transferidos 100 pl do lisado de cada cavidade para cada cavi-
dade da lamina de captura ELISA preparada como descrito acima e incuba-
da com suave agitagao por duas horas a temperatura ambiente.

ELISA com Anticorpos Antitirosina-fosfato (pTYR)

Foi removido o lisado celular invertendo as laminas, foram lava-
das as laminas cinco vezes com tampao de lavagem e borradas sobre papel
absorvente. Foram adicionados 100 ul por cavidade de anticorpo pTYR-
especifico (HRP-PY54) diluido em tampao de bloqueio a uma concentragéo
de 0,2 pg/ml e foram incubadas as laminas com agitagéo por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas estas laminas cinco vezes
com tampao de lavagem e borrou-se sobre papel absorvente.

Foi detectada a ligagao do anticorpo HRP-PY54 adicionando 100
wl por cavidade de solugéo de substrato de peroxidase TMB (Kirkegaard &
Perry) e incubando com agitagao & medida que desenvolvia cor (cerca de 2 -
10 minutos). Foi interrompida a reagdo de desenvolvimento de cor adicio-
nando 100 ! por cavidade de solugdo de interrupgdo TMB (Kirkegaard &
Perry). Em seguida, as laminas foram agitadas por 10 segundos a tempera-
tura ambiente para misturar a solugdo e quantificadas por meio de medi¢éo
a ODasonm -

A Tabela Il e a Figura 4 mostram os resultados deste experi-
mento realizado com vérios anticorpos da invengao. Os resultados deste
experimento demonstram a capacidade dos anticorpos desta invengao para
bloquear a ativagdo de IGF-IR mediada por IGF-I como demonstrado por
aumento da fosforilagéo por tirosina associada com receptor. Além disso,
estes resultados podem ser usados para quantificar a poténcia relativa dos

anticorpos desta invengao.
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Tabela Il
Anticorpo ICs0
Monoclonal (ng/ml)
2121 0,172
2.13.2 0,0812
2.14.3 0,325
492 0,0324

EXEMPLO IV: Blogueio mediado por Anticorpo da Ligacao IGF-I/IGF-IR

Foram feitos experimentos ELISA para quantificar a capacidade

dos anticorpos da invengao para inibir a ligagéo de IGF-I a IGF-IR em um
teste celular. Foram laminadas células NIH-3T3 transfectadas com IGF-IR (5
x 10¥ml) em 100 pl de meios de alto teor de glicose DMEM suplementados

com L-glutamina (0,29 mg/ml), 10 % de FBS inativado por calor, e 500 pg/ml
cada de geneticina, penicilina e estreptomicina em laminas de fundo em U
de 96 cavidades. Em seguida foram incubadas as laminas a 37°C, 5 % CO,
de um dia para o outro para permitir que as células fixassem. Em seguida
foram decantados os meios das laminas e substituidos com 100 pl de meios
frescos por cavidade. Para a experimentagéo, foram diluidos anticorpos em
meios de teste (meios de alto teor de glicose DMEM suplementados com L-
glutamina, 10 % de FBS inativado por calor, 200 ug/mi de BSA e 500 pg/ml
cada de geneticina, penicilina e estreptomicina) para a concentragao final
desejada e adicionou-se 50 ul por cavidade. Todas as amostras foram feitas
em triplicata. Em seguida incubou-se as laminas a 37°C por dez minutos.
Diluiu-se ['*I]-IGF-l a uma concentragéo de 1 pCi/ml em meios de teste e
foram adicionados 50 pl por cavidade da lamina. Como um controle para
radioatividade de fundo, adicionou-se IGF-| frio a uma concentragéo final de
100 ng/ml. As laminas foram incubadas por 10 minutos a 37°C, os meios
foram decantados espalhando suavemente sobre papel absorvente e lavou-
se duas vezes com meios de teste. Em seguida, lisaram-se as células adici-
onando 50 ul de NaOH a 0,1 N, 0,1 % de SDS e centrifugando as laminas
por cinco minutos a temperatura ambiente, Entao, as amostras foram trans-
feridas para uma lamina de cintilagéo, 150 pl de Supermix OptiPhase foram
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adicionados e o sinal foi lido em um contador Wallac Micro-Beta.
A Tabela Il e a Figura 3 mostram os resultados deste experi-
mento feito com trés anticorpos tipicos da invengdo. Este experimento de-

monstrou que os anticorpos da invengao especificamente inibem a ligagéo

de ["°I]-IGF-I a células superexpressando IGF-IR.
Tabela ill
Anticorpo Monoclonal ICs0
2.12.1 0,45 pg/ml
2.13.2 0,18 ug/ml
4.9.2 0,1 ug/ml

EXEMPLO V: Estudos de Mapeamento de Epitopos
Tendo demonstrado que os anticorpos da invengao reconhecem

IGF-IR, foram realizados estudos de mapeamento de epitopos com varios
anticorpos da invengdo. Estes experimentos foram focalizados particular-
mente sobre 0s anticorpos 2.12.1,2.13.2,2.14.3, e 4.9.2.

Estudos de competigao BlAcore foram conduzidos para determi-
nar se os anticorpos desta invengdo ligam ao mesmo ou a sitios distintos
sobre a molécula de IGF-IR. Ligou-se o dominio extracelular (ECD) de IGF-
IR para um sensorchip BlAcore como descrito acima no Exemplo II. Ligou-se
um primeiro anticorpo da invengéo a este IGF-IR ligado a sensorchip sob
condigdes de saturag@o. Em seguida, mediu-se a capacidade dos anticorpos
secunddrios subseqiientes da inven¢do para competir com o anticorpo pri-
mério para ligagdo a IGF-IR. Esta técnica permitiu atribuir os anticorpos
desta invengdo a diferentes grupos de ligagéo.

Este experimento foi realizado com 0s anticorpos 2.12.1, 2.13.2,
2.14.3, e 4.9.2. Observou-se que 2.13.2 e 4.9.2 competem para 0 mesmo
sitio sobre o dominio extracelular de IGF-IR. Os outros anticorpos, 2.12.1 e
2.14.3, ligam-se a sitios sobre IGF-IR que s@o diferentes tanto uns dos ou-
tros quanto do sitio ligado por2.13.2 € 4.9.2.

EXEMPLO VI: Espécie de Reatividade Cruzada dos Anticorpos da Invengéo

De modo a determinar a espécie de reatividade cruzada dos an-

ticorpos da invencédo, foram realizados diversos experimentos inclusive
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imunoprecipitagdo, bloqueio mediado por anticorpos de fosforilagao de re-
ceptor induzida por IGF-I e andlise FACS.

Para realizar experimentos de imunoprecipitagéo, as células fo-
ram laminadas em meios de alto teor de glicose DMEM suplementados com
L-glutamina (0,29 mg/ml), 10 % de FBS inativado por calor, e 500 pg/ml
cada de geneticina, penicilina e estreptomicina para 50 % de confluéncia em
frascos T25. Em sequida, foram adicionados 100 pl de um anticorpo da in-

vengdo em solugdo salina tamponada de Hank (HBSS; Gibco BRL) em uma

concentragdo de 1 pg/ml. As ldminas foram incubadas por 30 minutos a
37°C em uma incubadora e, em seguida, as células foram estimuladas com
IGF-I a 100 ng/ml por 10 minutos & temperatura ambiente. As células foram
lisadas em tamp@o RIPA (Harlow e Lane, acima) e IGF-IR imunoprecipitado
com 2 ug de anticorpo anti-IGF-{R pan-especifico SC-713 (Santa Cruz) mais
contas de agarose com proteina A por 1 hora a 4°C. As contas foram peleti-
zadas e lavadas trés vezes com PBS/T (PBS + 0,1 % Tween-20) e em se-
guida, as contas foram fervidas em 40 ul de tampao Laemmli contendo 5 %
de MME.

As amostras preparadas como descrito acima foram em seguida
analisadas por Western blot. Foram carregados 12 ul de cada amostra por
alameda sobre géis Novex® a 4 - 10 % de gradiente passado com tampéo
1X MES (Novex®). Os géis foram passados a 150 V por 1 hora ou a 200 V
por cerca de 30 minutos. Em seguida transferiu-se o gel para uma membra-
na em tampao de transferéncia Novex® com 10 % de metanol ou de um dia
para o outro a 100 mA ou por 1 - 1,5 hora a 250 mA. Em seguida, a mem-
brana foi deixada secar completamente e bloqueada & temperatura ambiente
com TBS (solugdo salina tamponada com Tris, pH 8,0) contendo Superblock
(Pierce Chemical Co.). Adicionou-se o anticorpo de borrao de IGF-IR SC713
(Santa Cruz) para detectar IGF-IR imunoprecipitado.

Este experimento foi realizado com anticorpos da invencao, par-
ticularmente 2.12.1, 2.13.2, 4.17.3 e 4.9.2, sobre células de uma variedade
de animais. Foi descoberto que os anticorpos 2.12.1, 2.13.2 e 4.9.2 foram

capazes de ligar IGF-IR humano, mas nio canino, de porquinho-da-india, ou
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de coelho. Além disso, estes anticorpos foram capazes de ligar IGF-IR de
Rhesus e COS7, ambos derivados de macacos do velho mundo, mas nao
IGF-IR de sagili ('marmoset"), o qual é um macaco do novo mundo. Estes
experimentos indicam que os anticorpos sdo altamente especificos.

Blogueio mediado por Anticorpos da Ligacéo
IGF-I/IGF-IR em Primatas Nao-humanos

Apés a observagao de que os anticorpos da invengao reconhe-
cem IGF-IR de macacos do velho mundo, também testou-se sua capacidade
para bloquear a ligag@o IGF-I/IGF-IR em células derivadas destes macacos
do velho mundo. Células foram laminadas em meios de alto teor de glicose
DMEM suplementados com L-glutamina, 10 % de FBS inativado por calor, e
500 pg/ml cada de geneticina, penicilina e estreptomicina para 50 % conflu-
éncia em frascos T25. Em seguida, adicionou-se um anticorpo da invengao,
ou meios sem anticorpo como um controle, e as células foram estimuladas
com IGF-l a 100 ng/ml por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esti-
mulagao, as células foram lisadas e IGF-IR imunoprecipitado com anticorpo
pan-especifico para IGF-IR SC713 como descrito acima. Em seguida, reali-
zou-se analise Western blot como descrito acima usando anticorpo HRP-
PY54 para detectar tirosina fosforilada no IGF-IR ativado.

Observou-se que os anticorpos desta invengéo, em particular,
2.13.2 e 4.9.2 podem bloquear a fosforilagdo induzida por IGF-| de IGF-IR
tanto em células COS7 quanto de Rhesus. A ICs; para a inibigao observada
foi de 0,02 pg/ml e 0,005 pg/ml para IGF-IR de COS7 e Rhesus, respectiva-

mente.

Determinacdo da Afinidade Cruzada entre Espécies dos Anticorpos da In-
vencao

Realizou-se andlise FACS para determinar a afinidade dos anti-
corpos da invengdo para IGF-IR de outros animais, particularmente os ma-
cacos do velho mundo descritos acima. Aliquotas de células humanas e de
macaco foram incubadas (5 x 10°) por 1 hora sobre gelo com concentragdes
crescentes de anticorpos anti-IGF-IR biotinilados da invengéo ou com um

anticorpo de hemocianina lampreia de anti-Fissurefa biotinilada (KLH)
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(Abgenix) como um controle negativo. Em seguida, as amostras foram incu-
badas por 30 minutos sobre gelo com RPE conjugado a esteptavidina (ficoe-
ritrina). A ligagéo foi medida por meio de citometria de fluxo e foram analisa-
dos os histogramas de intensidade de fluorescéncia (F12-H) versus o nime-
ro de células (Contagens) usando o programa CellQuest. Calculou-se a liga-
cao (Kg) para cada anticorpo a partir de graficos da intensidade de fluores-
céncia média versus a concentragdo de anticorpos. Na maioria dos experi-
mentos, mediu-se a ligagdo em células MCF-7 humanas cultivadas e ou cé-
lulas de cultura de tecido de rhesus ou cinomologous. Controlou-se para de-
plecdo do anticorpo medindo a ligagdo por uma série de concentragées ce-
|lulares.

Realizaou-se a andlise FACS supracitada para testar a capaci-
dade dos anticorpos da invencdo, particularmente 2.13.2 e 4.9.2, para ligar
células humanas, de rhesus e de cinomologous. Observou uma ligagéo meia
maxima (Kg) de 0,1 pg/ml para todas as linhagens de células testadas,
EXEMPLO VIi: Baixa requlagao de Receptor de IGF-I

Foram realizados experimentos de bloqueio essencialmente
como descrito acima no Exemplo IV até a adicao de ['®l}-marcada IGF-I.
Neste ponto, as células foram fervidas em 40 pi de tamp&o Laemmli conten-
do 50 % de me. Em seguida, as amostras foram analisadas por anélise
western blot como descrito acima no Exemplo VI e as manchas foam sonda-
das tanto com anticorpo pan-especifico para IGF-IR SC713 para quantificar
0s niveis de IGF-IR quanto com anticorpo HRP-PY54 para monitorar os ni-
veis de tirosina fosforilada no IGF-IR ativado.

Conforme observado previamente (Exemplo Ill), observou-se
blogueio de fosforilagao induzida por IGF-I de IGF-IR apds o tratamento das
células com um anticorpo desta invengéo (Figure 4). Além disso, observou-
se que este bloqueio da fosforilagao induzida por IGF-I foi seguido por baixa
regulagdo do IGF-IR nestas células. Ver, por exemplo, na Figura 4, os niveis
de IGF-IR foram reduzidos maximamente 16 horas apds estimulagao com

IGF-I na presenga de um anticorpo da invengéo.
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EXEMPLOQ VIlI: Efeitos dos Anticorpos da Invencdo sobre IGF-IR in vivo

Determinou-se se os efeitos dos anticorpos da invengéo sobre

IGF-IR como descrito nos exemplos anteriores ocorreriam in vivo. Foram
induzidos tumores em camundongos atimicos de acordo com o publicado
em métodos (V.A. Pollack et al., "Inhibition of epidermal growth factor re-
ceptor-associated tyrosine phosphorylation in human carcinomas with CP-
358.774: Dynamics of receptor inhibition in situ and antitumor effects in
athymic mice," J. Pharmacol. Exp. Ther. 291: 739 - 748 (1999). Em resumo,
foram injetadas células NIH-3T3 transfectadas com IGF-IR (5 x 10°) por via
subcutanea em camundongos atimicos de 3 a 4 semanas de idade (nu/nu)
com 0,2 ml de preparagédo Matrigel. Em seguida, os camundongos foram
injetados com um anticorpo da invengao por via intraperitoneal apds se for-
marem tumores estabelecidos (isto &, cerca de 400 mm?).

Apds 24 horas, os tumores foram extraidos, homogeneizados e
determinou-se o nivel de IGF-IR. Para determinar os niveis de IGF-IR, diluiu-
se o anticorpo SC-713 em tamp&o de Bloqueio a uma concentragao final de
ug/ml e foram adicionados 100 pl a cada cavidade de uma lamina revestida
com Reacti-Bind Goat anticoelho (GAR) (Pierce). As laminas foram incuba-
das a temperatura ambiente por 1 hora com agitacdo e, em seguida, as Ia-
minas foram lavadas cinco vezes com tampéo de lavagem. Em seguida, fo-
ram pesadas as amostras de tumor que tinham sido preparadas como des-
crito acima e foram homogeneizadas em tampéo de lise (1 mi/100 mg). Fo-
ram diluidos 12,5 pl de extrato de tumor com tampé&o de lise para um volume
final de 100 ul e adicionados isto a cada cavidade de uma lamina de 96 ca-
vidades. As |&minas foram incubadas a temperatura ambiente com agitagdo
por 1 - 2 horas e, em seguida, as laminas foram lavadas cinco vezes com
tamp@o de lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 pl de HRP-PY54
ou anticorpo anti-IGF-IR biotinilado em tampao de Bloqueio a cada cavidade
e incubados a temperatura ambiente com agitagao por 30 minutos. Em se-
guida, as laminas foram lavadas cinco vezes com tampao de lavagem e as
laminas foram desenvolvidas. As laminas sondadas foram desenvolvidas
com HRP-PY54 adicionando 100 pl do substrato de microcavidade TMB por
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cavidade e o desenvolvimento de cor foi interrompido com a adi¢do de 100
ul de HSO4 a 0,9 M. Em seguida, quantificou-se o sinal a gitando por 10
segundos e medindo ODassonm. O sinal foi normalizado para proteina total.
Laminas sondadas foram desenvolvidas com anticorpo anti-IGF-IR adicio-
nando 100 pl de estreptavidina-HRP diluido em tampéao de Bloqueio a cada
cavidade, incubando a temperatura ambiente com agitagdo por 30 minutos
e, em sequida, continuando como descrito para HRP-PY54.

Observou-se que a injegdo intraperitoneal de um anticorpo desta
invencéo, particularmente 2.13.2 e 4.9.2, resultou na inibi¢do da atividade de
IGF-IR como medido por uma redugéo de [tanto IGF-IR fosfotirosina (IGF-IR
fosforilado) quanto] proteina IGF-IR total (Figura 6). Além disso, observou-se
também uma reducéo na IGF-IR fosfotirosina (IGF-IR fosforilado) (Figura 5).
Sem desejar ser limitado por qualquer teoria, 0s niveis reduzidos de IGF-IR
fosfotirosina podem ser devido aos niveis reduzidos de proteina IGF-IR in
vivo apds tratamento com o anticorpo ou podem ser devido a uma combina-
¢@o de niveis reduzidos de proteina IGF-IR e uma redugao na fosforilagéo
por tirosina no IGF-IR que esté presente devido ao bloqueio da ativagao por
ligante (por exemplo, IGF-I ou IGF-II). Além disso, esta inibicao foi responsi-
va a dose do anticorpo injetado (Figura 6). Estes dados demonstram que os
anticorpos da invengao séo capazes de visar o IGF-IR in vivo em um modo
analogo ao que observou-se in vitro.

EXEMPLO IX: InibicBo do Crescimento (TGI) de Tumores Celulares
3T3/IGF-IR

Foi testado se os anticorpos anti-IGF-IR da invengao agiriam

inibindo o crescimento tumoral. Tumores foram induzidos como descrito
acima (Exemplo VIII} e quando se formaram tumores palpaveis, estabeleci-
dos (isto é, 250 mm?®, dentro de 6 - 9 dias), os camundongos foram tratados
com uma Unica dose de 0,20 ml de anticorpo por inje¢éo intraperitoneal. Me-
diu-se o tamanho do tumor por calibradores Vemier através de dois diame-
tros a cada trés dias e calculou-se o volume usando a férmula (comprimento
x [largura]®)/2 usando métodos estabelecidos por Geran, et al., "Protocols for

screening chemical agents and natural products against animal tumors and
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another biclogical systems," Cancer Chemother. Rep. 3: 1- 104,

Quando esta andlise foi realizada com um anticorpo da inven-
¢do, descobriu-se que um unico tratamento com anticorpo 2.13.2 somente
inibiu o crescimento de tumores induzidos por células NIH-3T3 transfectadas
com IGF-IR (Figura 7, painel da esquerda). Além disso, em estudos combi-
nados com uma Unica dose de 7,5 mg/kg de adriamicina fornecida por via
intravenosa, observou-se que a administragéo de uma nica dose de 2.13.2
aumentou a eficacia da adriamicina, um inibidor conhecido do crescimento
tumoral. A combinagao de adriamicina com um anticorpo da invengéo,
2.13.2, demonstrou um retardo do crescimento de 7 dias versus o tratamento
com o anticorpo ou adriamicina somente (Figura 7, paine! da direita).

EXEMPLO X: Relag@o de Niveis de Anticorpos com Baixa requlagéo de IGF-
IR

Foram induzidos tumores em camundongos pelados como des-
crito no Exemplo VIII. Os camundongos foram entéo tratados com 125 pg de
2.13.2 por injegao intraperitoneal, como descrito no Exemplo VIII. Os tumo-
res foram extraidos e os niveis de IGF-IR foram medidos por ELISA como
descrito no Exemplo VIII. A Figura 8 mostra os niveis de soro do anticorpo
2.13.2 e 0s niveis de receptor IGF-IR durante o tempo. O experimento de-
monstra que o IGF-IR é regulado para baixo pelo anticorpo e que o grgau de
inibicao de IGF-IR é proporcional a dose da concentragao sérica do anticor-
po.
EXEMPLO XI: Inibicdo do Crescimento de Tumores 3T3/IGF-IR com Dosa-

gem Multipla de Anticorpos em Combinacao com Adriamicina

Foram induzidos tumores em camundongos pelados como des-
crito no Exemplo IX. Camundongos com tumores subcuténeos estabelecidos
de aproximadamente 250 mm? foram tratados nos dias 1, 8, 15 e 22 com
vérias quantidades de anticorpo 2.13.2 (i.p.) ou 7,5 mg/kg de adriamicina
(i.v.), ou como agentes Unicos ou em combinagdo, como descrito no Exem-
plo IX. A Figura 9 mostra 0 tamanho do tumor em relago aos varios trata-
mentos durante o tempo. O experimento demonstra que o tratamento com

um anticorpo anti-IGF-IR administrado uma vez a cada sete dias inibe o
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crescimento de células tumorais e aumenta a inibicao do crescimento de
células tumorais em combinagdo com adriamicina, um inibidor conhecido
tumoral.

EXEMPLO XII: Inibigao do Crescimento de Tumores Grandes

Foram induzidos tumores em camundongos pelados como des-

crito no Exemplo X. Camundongos com grandes tumores subcutaneos es-
tabelecidos de ligeiramente menos do que 2000 mm?® foram tratados nos di-
as 1 e 8 com vérias quantidades de anticorpo 2.13.2 (i.p.) ou 7,5 mg/kg de
adriamicina (i.v.), ou como agentes Unicos ou em combinagao, como descrito
no Exemplo IX. A Figura 10 mostra o tamanho do tumor em relagéo aos va-
rios tratamentos durante o tempo. Grupos de animais de controle, somente
anticorpo e adriamicina somente foram terminados no dia 5, quando o tama-
nho do tumor excedeu 2000 mm®. O experimento demonstra que o trata-
mento com um anticorpo anti-IGF-IR em combinagdo com adriamicina é al-
tamente eficaz contra tumores grandes quando sdo administradas miltiplas
doses.
EXEMPLO XIii: Inibicdo do Crescimento de Tumores de Células Coloretais

Foram induzidos tumores em camundongos pelados como des-
crito no Exemplo IX exceto que foram usadas células Colo 205 (ATCC CCL
222). Células Colo 205 sao células de adenocarcinoma coloretal humano.
Camundongos com tumores subcutaneos estabelecidos de aproximada-
mente 250 mm?® foram tratados com vérias quantidades de anticorpo 2.13,2
(i.p.) ou com 100 mg/kg de 5-fluorodesoxiuridina (5-FU, i.v.), ou como agen-
tes Unicos ou em combinagdo, como descrito no Exemplo IX, Figura 11
mostra 0 tamanho dos tumores em relagéo aos varios tratamentos durante o
tempo. O experimento demonstra que o tratamento com um anticorpo anti-
IGF-IR administrado uma vez inibe o crescimento de células de céancer colo-
retal humano quando fornecido como um Unico agente e aumenta a eficacia
de 5-FU, um conhecido inibidor tumoral.

Camundongos com tumores de Colo 205 estabelecidos foram
tratados nos dias 1, 8, 15 e 22 com 500 ug 2.13.2 (i.p.), 100 mg/kg 5-FU

(i.v.) ou uma combinagdo dos mesmos. A Figura 12 mostra o tamanho dos
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tumores em relagéo aos varios tratamentos durante o tempo. O experimento
demonstra que o tratamento com um anticorpo anti-IGF-IR administrado uma
vez a cada sete dias inibe o crescimento de células de céancer coloretal hu-
mano e aumenta a eficacia de 5-FU.

EXEMPLO XIV: Inibigio do Crescimento de Tumores de Células de Cancer

de Mama

Camundongos pelados como descrito no Exemplo VIII foram
implantados com péletes de estrogénio biodegradaveis (0,72 mg de 17-p-
estradiol/pélete, liberagdo em 60 dias; Innovative Research of America).
Apés 48 horas, os tumores foram induzidos em camundongos pelados es-
sencialmente como descrito no Exemplo IX exceto que foram usadas células
MCF-7 (ATCC HTB-22). As células MCF-7 sdo células de carcinoma de
mama humano dependente de estrogénio. Os camundongos com tumores
subcutaneos estabelecidos de aproximadamente 250 mm® foram tratados
com 50 pg do anticorpo 2.13.2 (i.p.) nos dias 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 e 22
(q3dx7) ou com 6,25 mg/kg de taxol (i.p.) nos dias 1, 2, 3, 4, 5 (gldx5), ou
como agentes Unicos ou em combinagéo, essencialmente como desctito no
Exemplo IX. A Figura 13 mostra o tamanho do tumor em relagéo aos véri‘os
tratamentos durante o tempo. O experimento demonstra que o tratamento
com um anticorpo anti-IGF-IR por si s6 inibe o crescimento de células de
cancer de mama humano quando administrado uma vez a cada trés dias e
também aumenta a eficacia do taxol, um conhecido inibidor do cancer de
mama, quando administrados em combinagéo.

Camundongos tendo tumores estabelecidos de células MCF-7
como descrito imediatamente acima foram tratados no dia 1 com vérias
quantidades de anticorpo 2.13.2 (i.p.) somente ou com 3,75 mg/kg de adria-
micina (i.v.), essencialmente como descrito no Exemplo IX. A Figura 14
mostra 0 tamanho do tumor em relagéo aos varios tratamentos durante o
tempo. O experimento demonstra que um Unico tratamento com um anticor-
po anti-IGF-IR por si s6 inibe o crescimento de células do cancer de mama
humano e reforga a eficacia da adriamicina, um conhecido inibidor tumoral.

Camundongos tendo tumores estabelecidos de células MCF-7

7
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como descrito imediatamente acima foram tratados com 250 pg do anticorpo
2.13.2 (i.p.) nos dias 1, 8, 15 e 23 ou com um pélete de tamoxifen biodegra-
davel (25 mg/pilula, base livre, liberagdo em 60 dias, Innovative Research of
America), ou como agentes Unicos ou em combinagado, essencialmente
como descrito no Exemplo IX. O pélete de tamoxifen foi implantado no dia 1
apos o tumor ter se estabelecido. A Figura 15 mostra 0 tamanho do tumor
em relag@o aos varios tratamentos durante o tempo. O experimento de-
monstra que o tratamento com um anticorpo anti-IGF-IR administrado uma
vez a cada sete dias inibe o crescimento de cancer de mama humano por si
s6 e aumenta a eficacia do tamoxifen, um conhecido inibidor tumoral.

EXEMPLO XVI: Inibicdo do Crescimento de Tumores de Células de Carci-
noma Epidermoide

Foram induzidos tumores em camundongos pelados essencial-
mente como descrito no Exemplo IX exceto que foram usadas células A431
{ATCC CRL 1555). As células A431 sao células de carcinoma epidermdide
humano que superexpressam EGFR. Camundongos com tumores subcuta-
neos estabelecidos de aproximadamente 250 mm® foram tratados nos dias
1, 8, 15, 22 e 29 com 500 pg do anticorpo 2.13.2 (i.p.) ou foram tratados uma
vez ao dia por 27 dias com 10 mg/kg CP-358.774 administrado por via oral
(p.0.), ou como agentes unicos ou em combinagao, como descrito no Exem-
plo IX. CP-358.774 é descrito na Patente dos Estados Unidos N 5.747.498
e em Moyer et al., Cancer Research 57: 4838 - 4848 (1997), incorporados a
este relatério por meio de referéncia. A Figura 16 mostra o tamanho do tu-
mor em relagao aos varios tratamentos durante o tempo. O experimento de-
monstra que o tratamento com um anticorpo anti-IGF-IR aumenta a eficicia
de CP-358.774, um conhecido inibidor de EGF-R tirosina quinase, inibindo o
crescimento de um tumor de carcinoma epiderméide humano.

EXEMPLO XVII: Farmacocinética de Anticorpos Anti-IGF-IR in vivo

Para avaliar a farmacocinéticas dos anticorpos anti-IGF-IR, ma-

cacos cynomolgus foram injetados por via intravenosa com 3, 30 ou 100
mg/kg de anticorpo 2.13.2 em um taméo de acetato. O soro foi colhido dos

macacos em varios pontos do tempo e foram determinadas as concentra-
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¢oes de anticorpo anti-IGF-IR nos macacos por um periodo de até niveis de
dez semanas. Para quantificar os niveis de soro de anticorpos funcionais, o
dominio extracelular do IGF-IR humano (IGF-I-sR, R&D Systems, Catalogo
N2 391GR) foi ligado a laminas de 96 cavidades. O soro de macacos (diluido
entre 1:100 e 1: 15.000) foi adicionado as laminas de teste de modo que
cada amostra estaria dentro do alcance linear da curva padrao e seria incu-
bada sob condigdes nas quais qualquer anticorpo anti-IGF-IR ligaria ao IGF-
I-sR. Apés lavar as laminas, um anticorpo de IgG anti-humana marcado foi
adicionado as laminas e incubado sob condigdes nas quais o anticorpo de
IgG anti-humana ligaria ao anticorpo anti-IGF-IR. As laminas foram, entao,
lavadas e desenvolvidas, e uma curva padrdo de controle e ajustes de re-
gressao linear usados para quantificar a quantidade de anticorpos anti-IGF-
IR. A Figura 17 mostra a concentrag¢do de 2.13.2 no soro durante o tempo. O
experimento demonstra que a meia-vida do anticorpo anti-IGF-IR é de 4,6 a
7,7 dias e tem uma distribuigao de volume de 74 - 105 ml/kg. Além disso, o
experimento demonstra que as quantidades administradas sao proporcionais
as doses no macaco, o que indica que o anticorpo anti-IGF-IR saturou
quaisquer sitios de ligagao de IGF-IR disponiveis no corpo mesmo na menot
dose de 3 mg/kg.

EXEMPLO XVill: Combinagéo de terapias de Anticorpo Anti-IGF-IR e Adria-

micina Requla para baixo IGF-IR in vivo

Foram induzidos tumores em camundongos pelados como des-
crito no Exemplo IX. Camundongos com tumores subcutaneos estabelecidos
de aproximadamente 400 mm?® foram tratados com uma (inica injeg&o de 250
lg do anticorpo 2.13.2 (i.p.) ou com 7,5 mg/kg de adriamicina (i.v.), ou como
agentes (nicos ou em combinagé@o, como descrito no Exemplo IX. 72 horas
apos a administragdo dos agentes, os tumores foram extraidos como des-
crito no Exemplo VI, e quantidades iguais dos extratos tumorais foram
submetidas a eletroforese de gel de poliacrilamida de dodecil fosfato de s6-
dio (SDS PAGE) e andlise western blot usando o anticorpo anti-IGF-IR SC-
713 (Santa Cruz). A Figura 18 mostra as quantidades de IGF-IR em células

tumorais em animais de controle (primeiras trés alamedas de cada painel),
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em animais tratados com somente anticorpo {painel superior), em animais
tratados com somente adriamicina (painel do meio) e em animais tratados
com anticorpo e adriamicina (painel inferior). Cada alameda representa
quantidades iguais de proteina de tumores individuais de camundongos indi-
viduais. O experimento demonstra que o fratamento com adriamicina so-
mente tem pouco efeito sobre os niveis de IGF-IR e que o tratamento com
somente anticorpo mostra alguma redugéo nos niveis de IGF-IR. Surpreen-
dentemente, o tratamento com adriamicina e anticorpo juntos mostram uma
dramética redugao nos niveis de IGF-IR, demonstrando que adriamicina e
anticorpo regulam para baixo bastante os niveis de IGF-IR.

Todas as publicagdes e pedidos de patente citados neste relaté-
rio sdo aqui incorporados por meio de referéncia como se cada publicagao
ou pedido de patente individual fosse especificamente e individualmente in-
dicado a ser incorporado por meio de referéncia. Embora a invengédo prece-
dente tenha sido descrita em alguns detalhes a titulo de ilustragao e exemplo
para fins de clareza do entendimento, sera prontamente evidente para os
versados na técnica a luz dos ensinamentos desta invengao que podem ser
feitas algumas alteragdes e modificagdes na mesma sem se afastar do espi-

rito ou do dmbito das reivindicagdes anexadas.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal humano ou porg¢ao de ligagdo de anti-

geno do mesmo que se liga especificamente ao receptor de fator de cresci-

mento | semelhante a insulina (IGF-IR), caracterizado pelo fato de que com-

preende todas as sequéncias de aminoacidos das CDR de:

(1) um dominio variavel selecionado do grupo consistindo em:

a) um dominio variavel da cadeia leve de um anticorpo selecio-
nado do grupo consistindo em 2.12.1, um anticorpo produzido
pelo hibridoma depositado na ATCC sob numero de depésito
PTA-2792; e 2.13.2, um anticorpo produzido pelo hibridoma de-
positado na ATCC sob numero de depdsito PTA-2788;

b) um dominio variavel de uma cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 2 e SEQ
ID NO: 6;

c) um dominio variavel da cadeia pesada de um anticorpo sele-
cionado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2; e

d) um dominio varidvel de uma cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 4 e
SEQ ID NO: 8; ou

(2) os dominios variaveis da cadeia leve e da cadeia pesada de um anticor-

po selecionado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2.

2. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagcao de antigeno do

mesmo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que o

anticorpo ou porgao do mesmo tem no minimo uma propriedade selecionada

do grupo consistindo em:

a)
b)

c)
d)

e)

nao se liga ao IGF-IR de camundongo, rato, cachorro ou coelho;
se liga ao IGF-IR de cinomologous ou rhesus, mas nao ao IGF-
IR de sagui;

inibe a ligagao de IGF-I ou IGF-Il a IGF-IR;

tem uma seletividade para IGF-IR que € no minimo 50 vezes
maior do que sua seletividade para receptor de insulina;

inibe crescimento tumoral in vivo;
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f) causa desaparecimento de IGF-IR da superficie celular quando
incubado com uma célula expressando IGF-IR;
g) inibe fosforilagao de tirosina induzida por IGF-IR; e
i) tem uma taxa baixa para IGF-IR de Kot de 10 ou menor.
3. Anticorpo monoclonal ou por¢ao de ligagdo de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagédo 2, caracterizado pelo fato de que o
referido anticorpo ou por¢gao do mesmo tem todas as referidas propriedades.
4. Anticorpo monoclonal ou porgéo de ligacao de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo fato de que o
dito anticorpo ou porgao do mesmo inibe a ligagao de IGF-I ou IGF-Il a IGF-
IR, se liga ao IGF-IR com um Kg de 8 x 10° M ou menos e tem uma seletivi-
dade para IGF-IR que é no minimo 50 vezes maior do que sua seletividade
para receptor de insulina.
5. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que o
dito anticorpo ou porgao do mesmo tem no minimo uma propriedade seleci-
onada do grupo consistindo em:
a) competicdo cruzada para ligagdo a IGF-IR com um anticorpo
selecionado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2;
b) ligagcdo ao mesmo epitopo de IGF-IR que um anticorpo selecio-
nado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2,;
c) ligagcdo a0 mesmo antigeno que o ligado pelo anticorpo selecio-
nado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2;
d) ligagcédo a IGF-IR com substancialmente o mesmo K que um anti-
corpo selecionado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2; e
e) ligacédo a IGF-IR com substancialmente a mesma faixa baixa que
um anticorpo selecionado do grupo consistindo em 2.12.1 e
2.13.2.
6. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que o
referido anticorpo ou porgdo do mesmo inibe a ligagao entre IGF-IR e IGF-I

ou IGF-ll com um ICsp de menos de 100 nM.
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7. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado
pelo fato de que o referido anticorpo ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo compreende um dominio variavel de uma cadeia leve k, em que a
sequéncia do referido dominio variavel da referida cadeia leve x compreende
uma sequéncia de aminoacidos codificada por uma linhagem germinativa do
gene Vk A30, A27 ou O12.

8. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo fato de que o
dominio variavel da cadeia leve x compreende uma sequéncia de aminoaci-
dos selecionada do grupo consistindo na sequéncia de aminoacidos da SEQ
ID N°: 2 e SEQ ID NO: 6.

9. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado
pelo fato de que o referido anticorpo ou porgao de ligagao de antigeno do
mesmo compreende um dominio variavel de uma cadeia pesada, em que a
sequéncia de aminoacido do referido dominio variavel compreende uma se-
quéncia de aminoacidos codificada por uma linhagem germinativa do gene
Vu DP47, DP35, DP71 ou VIV-4.

10. Anticorpo monoclonal ou porgdo de ligagao de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo fato de que se-
quéncia de aminoacidos do dominio variavel da cadeia pesada compreende
a sequéncia de aminoacidos do dominio variavel selecionada do grupo con-
sistindo na sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 8.

11. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que é uma imunoglobulina G
(IgG), uma molécula IgM, uma IgE, uma IgA ou uma IgD, um anticorpo de
cadeia unica ou um anticorpo biespecifico ou é derivado das mesmas.

12. Porgao de ligagéo de antigeno de acordo com qualquer uma
das reivindicagdées 1 a 10, caracterizada pelo fato de que é um fragmento
Fab, um fragmento F(ab')2, um fragmento Fv.

13. Anticorpo monoclonal ou porgdo de ligagao de antigeno do
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mesmo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 6, caracterizado

pelo fato de que o dito anticorpo ou porgao compreende todas as sequéncias

de aminoacidos de pelo menos uma das regides CDR de um dominio varia-

vel, em que o referido dominio variavel é selecionado do grupo consistindo

em:

a) um dominio variavel da cadeia leve de um anticorpo selecionado
do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2;

b) um dominio variavel de uma cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 2 e SEQ
ID NO: 6, ou uma sequéncia de aminoacidos tendo 1 - 10 inser-
¢oes, eliminagdes ou substituigdes de aminoacidos da mesma;

c) um dominio variavel da cadeia pesada de um anticorpo selecio-
nado do grupo consistindo em 2.12.1 € 2.13.2; e

d) um dominio variavel de uma cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 4 e
SEQ ID NO: 8, ou uma sequéncia de aminoacidos tendo 1 - 10
insergoes, eliminagdes ou substituicbes de aminoacidos da
mesma; e

e) os dominios variaveis da cadeia leve e da cadeia pesada de um
anticorpo selecionado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2.
14. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do

mesmo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o

anticorpo é selecionado do grupo consistindo em 2.12.1 e 2.13.2.
15. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligagao de antigeno do

mesmo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que o

referido anticorpo ou porgdo compreende uma cadeia pesada e uma cadeia

leve, e em que as sequéncias de aminoacidos da cadeia leve e da cadeia

pesada sao selecionadas do grupo consistindo em:

a) a sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada e a sequéncia de
aminoacidos da cadeia leve de 2.12.1;

b) a sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada e a sequéncia de

aminoacidos da cadeia leve de 2.13.2;
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c) a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 45 e a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 47; e
d) a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 49 e a sequéncia

de aminoacidos da SEQ ID NO: 51.

16. Anticorpo monoclonal ou porgao de ligacao de antigeno do
mesmo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o
referido anticorpo ou por¢ao tem uma sequéncia de aminoacidos compreen-
dendo as sequéncias de aminoacidos das CDRs de anticorpos 2.12.1 ou
2.13.2.

17. Anticorpo monoclonal que se liga especificamente a IGF-IR,
caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo compreende uma se-
quéncia de aminoacido de cadeia pesada compreendendo as sequéncias de
aminoacido CDR1, CDR2 e CDR3 de SEQ ID NO:4 e em que o referido anti-
corpo compreende ainda uma sequéncia de aminoacido de cadeia leve
compreendendo as sequéncias de aminoacidos CDR1, CDR2 e CDR3 de
SEQ ID NO:2.

18. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 17, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia de aminoacido de cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO:
4 ou a referida sequéncia com até 5 substituicbes de aminoacido conserva-
doras e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve compreende a sequéncia
de aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO: 2 ou a referida sequéncia
com até 5 substituicdes de aminoacido.

19. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 18, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia de aminoacido de cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO:
4 e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve compreende a sequéncia de
aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO: 2.

20. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 17 a 19, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de aminoa-
cido de cadeia pesada compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID

NO: 49, sem a sequéncia sinal, e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve
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compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 51, sem a sequén-
cia sinal.

21. Anticorpo monoclonal que se liga especificamente a IGF-IR,
caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo compreende uma se-
quéncia de aminoacido de cadeia pesada compreendendo as sequéncias de
aminoacido CDR1, CDR2 e CDR3 de SEQ ID NO:8 e em que o referido anti-
corpo compreende ainda uma sequéncia de aminoacido de cadeia leve
compreendendo as sequéncias de aminoacidos CDR1, CDR2 e CDR3 de
SEQ ID NO:6.

22. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 21, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia de aminoacido de cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO:
8 ou a referida sequéncia com até 5 substituicées de aminoacido conserva-
doras e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve compreende a sequéncia
de aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO: 6 ou a referida sequéncia
com até 5 substituicdes de aminoacido.

23. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 22, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia de aminoacido de cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminoacido do dominio variavel de SEQ ID NO:
8 e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve compreende a sequéncia de
aminoacido da regiao variavel de SEQ ID NO: 6.

24. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 21 a 23, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de aminoa-
cido de cadeia pesada compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 45, sem a sequéncia sinal, e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve
compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 47, sem a sequén-
cia sinal.

25. Anticorpo monoclonal que se liga especificamente a IGF-IR,
caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo é selecionado do grupo
consistindo em:

a) um anticorpo compreendendo a sequéncia de aminoacido de

dominio variavel de cadeia pesada SEQ ID NO: 3 e a sequéncia de aminoa-
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cido de dominio variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1; e

b) um anticorpo compreendendo a sequéncia de aminoacido de
dominio variavel de cadeia pesada SEQ ID NO: 7 e a sequéncia de aminoa-
cido de dominio variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 5.

26. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o anticorpo monoclonal, como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 25, ou porgao de ligagao de antigeno, como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10 ou 12 a 16, e um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel, em que o veiculo é selecionado do grupo consistindo
em citrato de sddio, agua, salina, salina tamponada com fosfato, dextrose,
glicerol e etanol.

27. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 26,
caracterizada pelo fato de que compreende ainda um agente antineoplasico,
quimioterapico, anti-angiogénico ou antitumoral.

28. Processo para preparar um anticorpo monoclonal anti-IGF-IR
ou porgao de ligagao de antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende as etapas de:

a) imunizar um animal transgénico nao-humano que é capaz de

produzir anticorpos humanos com um imundégeno compreenden-

do IGF-IR;

b) permitir o animal transgénico a criar uma resposta imune a IGF-
IR; e

c) recuperar o anticorpo ou uma porgao de ligagao de antigeno do
mesmo.

29. Molécula de acido nucléico isolada, caracterizada pelo fato
de que compreende uma sequéncia de acidos nucléicos que codifica uma
cadeia pesada ou porgao de ligagao de antigeno do mesmo ou uma cadeia
leve ou porgao de ligagao de antigeno do mesmo de um anticorpo monoclo-
nal, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 25.

30. Molécula de acido nucléico isolada de acordo com a reivindi-
cacao 29, caracterizada pelo fato de que a referida molécula de acido nu-

cléico compreende uma sequéncia de acidos nucléicos selecionada do gru-
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po consistindo em:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

uma sequéncia de acido nucléico codificando no minimo uma
regiao CDR da cadeia pesada do anticorpo selecionado do gru-
po consistindo em 2.12.1 e 2.13.2;

uma sequéncia de acido nucléico codificando as trés regides
CDR da cadeia pesada do anticorpo selecionado do grupo con-
sistindo em 2.12.1 e 2.13.2;

uma sequéncia de acidos nucléicos codificando a sequéncia de
aminoacidos da cadeia pesada ou a porgao de ligagao de anti-
geno do mesmo do anticorpo selecionado do grupo consistindo
em2.12.1e 2.13.2;

uma sequéncia de acidos nucléicos codificando no minimo uma
regiao CDR da cadeia leve do anticorpo selecionado do grupo
consistindo em 2.12.1 e 2.13.2;

uma sequéncia de acidos nucléicos codificando as trés regides
CDR da cadeia pesada do anticorpo selecionado do grupo con-
sistindo em 2.12.1 e 2.13.2;

uma sequéncia de acidos nucléicos codificando a sequéncia de
aminoacidos da cadeia leve ou a porgao de ligagao de antigeno
do mesmo do anticorpo selecionado do grupo consistindo em
2121 e213.2;

uma sequéncia de acidos nucléicos codificando a sequéncia de
aminoacidos de selecionada do grupo consistindo em SEQ ID
NOS:2,4,6e8;e

uma sequéncia de acidos nucléicos selecionada do grupo con-
sistindo em SEQ ID NOS: 1,3,5e 7;

em que a referida molécula de acido nucléico opcionalmente compreende

uma sequéncia de acidos nucléicos codificando a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO: 28 ou SEQ ID NO: 26.

31. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende a molécu-

la de acido nucléico, como definida na reivindicagao 29 ou 30, em que o ve-

tor opcionalmente compreende uma sequéncia controle de expresséao ligada
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operavelmente a molécula de acido nucléico.

32. Método para preparar um anticorpo monclonal anti-IGF-IR ou
por¢ao de ligagdo de antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende cultivar a célula hospedeira, que compreende o vetor como de-

5 finido na reivindicagao 31 ou a molécula de acido nucléico como definida na
reivindicagao 29 ou 30, ou a linhagem germinativa que produz o anticorpo
como definido em qualquer uma das reivindicagées 1 a 25, sob condigbes
adequadas e recuperar o referido anticorpo ou porgao de ligagéo de antige-

no.
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ssence

GACATCCAGA TGACCCAGTT TCCATCCTCC
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC
GACATCCAGA TGACCCAGTY TCCATCCTCC

CTGTAONGCAT CTGTAGGAGA
CTGTAONGCAT CTGTAGGAGA|
CTGTQTGCAT CTGTAGGAGA
====-GCAT CTGTAGGAGA
CTGTOTGCAT CTGTAGGAGA
CTGTQPGCAT CTGTAGGAGA!

CDR1
CAGAGTCACC |ATCACTTGAC GGGCAAGTCA GGHCATTAGA |AAI'GATTTAG
CAGAGTCACC |ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGRCATTAGA AATGATTTAG
CAGAGTCACC |TIPTCACTTGCC GGGCAAGTCA GGRACATTAGA CGIGATTTAG:
CAGAGTCACC [TITCACTTGCC GGGCAAGTCA GGACATTAGA {CHIGATTTAG,
CAGAGTCACC |ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGRCATTAGA JAGTGATTTAG
CAGAGTCACC |[WPCACTTGCC GGGCAAGTCA GGRCATTAGA {MRTGATTTAG
GCTGGTR/TCA GCAGAAACCA GGGAAAGQXLC CTAAGCGCCT GATCTATGCT
GCTGGTATCA GCAGARACCA GGGAAAGQOC CTAAGCGCCT GATCTATGCT
GCTGGTRTCA GCAGAAACCA. GGGAAAGOIC CTAAGCGCCT GATCTATGCT
GCTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGQIC CTAAGCGCCT GATCTATGCT
GCTGGMIPCA GCAGAAACCA GGGAAAGQYX CTAAGCGCCT GATCTATGCT
GCTGGTIMI'CA _GCAGAAACCA GGGAAAGCHYC CTAAGCGCCT GATCTATGCT

COR2
|

GCATCCLGT) N G GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC
GCATC GﬂT NGIIGG GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC
GCATCCLGTT AGIIGG GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC
GCATCCLGTT SIIGG GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC
GCATC(Q QGGG GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC
|GCATC IGINGG * GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC

TGGGACAGAA TTCACTCTCA
TGGGACAGAA TTCACTCTCA
TGGGACAGAA TTCACTCTCA
TGGGACAGAA TTCACTCTCA

CAATCAGG

CAATCAG
CAATCAG
CAATCAG!

CCTGCAGCCT GAAGATTTTG
CCTGCAGCCT GAAGATTTTG
CCTGCAGCCT GAAGATTTTG
CCTGCAGCCT GAAGATTTTG

TGGGACAGAA TTCACTCTCA CAATCAG CCTGCAGCCT GAAGATTTTG
TGGGACAGAA TTCACTCTCA CAATCAG CCTGCAGCCT GAAGATTTTG
CDR3
CAACTTATTA CTGTTACHR [CATAATATT ACGGTGCAG TITTGGCCAG
CAACTTATTA CTGTIQTACAG |[CATAATAIIT ACCA-TCCN- ===~eseca-
CAACTTATTA CTGTQTACAG |CATAATAATT ATCATCGGAC GTICGGCCAA
CAACTTATTA CTGTIJTACAG [CATAATANTT ]l TCGGAC GTTCGGCCAA
CAACTTATTA CTGTOJTACAG (CATAATAIT ACQCQUCTCAC TTTCGGCGGA
CAACTTATTA CTGTWPACAR [CATAATARIT AYCOKYBSNS KTTYGGCSRR

GGGACCAAGC TGGAGATCAA
GGGACCGAGG TGGAAATCAT
GGGACCGAGG TGGAAATCAT
GGGACCAAGG TGGAGATCAA
GGGACCRAGS TGGARATCAW

ACGAAC
ACGAAC
AC----
ACGAAC
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e ReeRr— - BENCMGECRE A mMeERE® SBaR e ———-—-—— -

CDR1

CAGAGTCACC ATCACTTGQC GGGCAAGTCA GAGCATTAGT! TTAA|
CAGAGTCACC ATCACTTGOC GGGCAAGTCA GAGCATTAGC AA
CAGAGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GAGCATTAGY! TTAA

ATTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CT. TCCT GATQ
ATTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATQIATG
ATTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAARCTCCT GA TG

1= )

CDR2
|

[GCATCCAGTT GG GGTCCCATCA AGGTTCAGTG GCAGTGGATC
GCATCCAGTT GG GGTCCCATCA AGGTTCAGTG GCAGTGGATC
GCATCCAGTT GTGG_GGTCCCATCA AGGTTCAGTG GCAGTGGATC

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG

'TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG

CDR3

CAACTTACTA CTGTCAACAG AGTTAC. CCCCACTICAC| TTTCGGCGGA
CAACTTACTA CTGTCAACAG AGTTAC CCCCFTQCH= =-w=wee==-

CAACTTACTA CTGTCAACAG AGTTAC. CCCCAYYCHC TTTCGGCGGA

GGGACCAAGG TGGAGATCAA AC

GGGACCAAGG TGGAGATCAA AC

FIG. 1B
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GAAATTGTGT TGACGCAGTC TCCAGGCACC CTGTCTTTGT CTCCAGGGGA
GAAATTGTGT TGACGCAGTC TCCAGGCACC CTGTCTTTGT CTCCAGGGGA

CDR1
-AGAGCCACC CTCTCCTGIA GGGCCAGTCA GAGTGTTICGC GIGCAGRTACT
GAGCCACC CTCTCCTGA GGGCCAGTCA GAGTGTTRGC PGCAGATACT
GAGCCACC CTCTCCTGYA GGGCCAGTCA GAGTG C [RGCAGSTACT

TAGCCTGGTA CCAGCAGAAA CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT
TAGCCTGGTA CCAGCAGAAA CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT

{TAGCCTGGTA CCAGCAGAAA CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT

CDR2 _

GGTGCATCCA GCAGGGCCAC TGGCATCCCA GACAGGTTCA GTGGCAGTGG
GGTGCATCCA GCAGGGCCAC TGGCATCCCA GACAGGTTCA GTGGCAGTGG
GGTGCATCCA GCAGGGCCAC TGGCATCCCA GACAGGTTCA GTGGCAGTGG

GTCTGGGACA GACTTCACTC TCACCATCAG CAGACTGGAG CCTGAAGATT
GTCTGGGACA GACTTCACTC TCACCATCAG CAGACTGGAG CCTGAAGATT
GTCTGGGACA GACTTCACTC TCACCATCAG CAGACTGGAG CCTGAAGATT

CDR3

=]

TTGCAGTGT] |TTACTGTCAG CAGTATGGTA GITCACCTAS NACGITCGGC
TTGCAGTGTR |TTACTGTCAG CAGTATGGTA GJICACCTCL

TTGCAGTGjN‘TTACTGTCAG CAGTATGGTA GY[TCACCT(S NACGTTCGGC

cem—ae -

CAAGGGACCA AGGTGGAAAT CAAAC

CAAGGGACCA AGGTGGAAAT CRAAC

FIG. 1C
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Cecece
.
LEX XY ¥
csce

GGGAGGC TTGGTCAAGC CTGGAAGGTC

CAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTCAAGC CTGGAGGGTC
CAGGTGCAGC TGGTGGAGTC GGAGGC TTGGTCAAGC CTGG. TC

CDR1

CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CAQIITCAGT IGACTACT
CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACKITTCAGT GACTACT:
|CCTGAGACTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACNTTCAGT GACTACT.

—

CDR2

TGAGCTGGAT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGG GGTTTCATAC
TGAGCTGGAT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGGHGTG GGTTTCATAC
TGAGCTGGAT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGGARIG GGTTTCATAC

ATTAGTAGTA GTGGTAGTAC C
ATTAGTAGTA GTGGTAGTAC C
ATTAGTAGTA GTGGTAGTAC C

CTAC GCAGACTCTG TGAAGGGCCG
CTAC GCAGACTCTG TGAAGGGCCG
CTAC GCAGACTCTG TGAAGGGCCG

ATTCACCATC TCCAGGGACA ACGCCAAGAA CTCACTGTAT CTGCAAATGA
ATTCACCATC TCCAGGGACA ACGCCAAGAA CTCACTGTAT CTGCAAATGA
ATTCACCATC TCCAGGGACA ACGCCAAGAA CTCACTGTAT CTGCAAATGA

—

CDR3

ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGT [GAGNGATGGA
ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGL |GAGAGA----
GAGAG.,

ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGY

A

GTGGARACTA CTTTTTACTA CTACTACTAC GG’I‘ATGGA(L TCTGGGGCCA

GTGGARACTA CTTTTTACTA CTACTACTAC GGTATGGACG TCTGGGGCCA

AGGGACCACG GTCACCGTCT CCTCAG

AGGGACCACG GTCACCGTCT CCTCAG

FIG. 2A
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-------------------- GGGCCCRAGGA CTGGTGAAGC CTTCGGAGAC
CAGGTGCAGC TGCAGGAGTC |GGGCCCAGGA CTGGTGAAGC CTTCGGAGAC
CAGGTGCAGC TGCAGGAGTC |GGGCCCAGGA CTGGTGAAGC CTTCGGAGAC

CDR1

CCTGTCCCTC ACCTGCACTG TCTCTGGTGS CTCCATCAGT 'ANTTACTACT

CCTGTCCCTC ACCTGCACTG TCTCTGGTGG CTCCATCAGT AGTTACTACT

CCTCTCCCTC ACCTGCACTG TCTCTGGTGG CTCCATCAGT 'ACTACT,
CDR1

: =

GBAGCTGGAT CCGGCAGCCC GCCGGGAAGG GACTGGAGTG GATTGGGCGT|

GGAGCTGGAT CCGGCAGCCC GCCGGGAAGG GACTGOAGTG GATTGGGCGT)

GGAGCTGGAT CCGGCAGCCC GCCGGGAAGG GACTGGAGTG GA CGT|

CDR2
_|

ATCTATACCA GTGGGAGAAC CAACTACAAC CCCTCCCTCA AGAGTCGAGT)

ATCTATACCA GTGGGAGUAC CAACTACAAC CCCTCCCTCA AGAGTCGAGT|
ATCTATACCA GTGGGA AACTACAAC CCCTCCCTCA AGAGTCGAGT|

CACCATGTCA GTAGACACGT CCAAGAACCA GTTCTCCCTG AAGCTGAACT
CACCATGTCA GTAGACACGT CCAAGAACCA GTTCTCCCTG AAGCTGAGCT|
CACCATGTCA GTAGACACGT CCAAGAACCA GTTCTCCCTG AAGCTGARCT
CTGTGACCGC CGCGGACACG GCCGTGTATT ACTGTGC Fw’l‘ £CGAT’I’I'1‘T

CTGTGACCGC CGCGGACACG GCCGTGTATT ACTGTGCE-- ~--==-==---
LCTCTGACCGC CGCGGACACG GCCGTGTATT ACTGTGCGGT AACGATTTTT

CDR3

GGAGTGGTTA TTATCTTTGA cw:c]mc.ﬁec mfcc TGGTCACCGT

................... - eeevecancs = cer mecemcewe-

GGAGTGGTTA TTATCTTTGA CTACTGGGGC CCC TGGTCACCGT

CTCCTCAG

CTCCTCAG

FIG. 2B
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GGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC
GGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC
GGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC
PGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC
TGTTGCAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC

CDR1

CCTGAGACTC TCCTGTACAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA
CCTGAGACTC TCCTGTGLAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA
COTGAGACTC TCCTGTRCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA
CCTGAGACTC TCCTGTACAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA
CCTGAGACTC TCCTGTRCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA

CDRL DR2

TGAFITGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAB

TGAXTGCGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAG

TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAG

TGAACTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGE GGCTGGAGTG GGTCTCAG

TGARCTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAG
CDR2

TAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
TAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
TAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
TAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
TAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG|

ATTﬂLruu GTGGTGGT!
ATTAGQTGG GTGGTGGT
ATTAGTGHEIIA GTGGTGGT
ATT. qTG GTGGTGGT:
ATTASTG GTGGTGGT

=

=

CACGCTGTAT CTGCAAATGA
CACGCTGTAT CTGCAAATGA
CACGCTGTAT CTGCAARATGA
CACGCTGTAT CTGCARATGA

GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCC
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCC
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCC
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCC

CACGCTGTAT CTGCAARATGA

GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCC

CDR3

ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GARAGNTC--
ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATCTG

ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGA----
ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATCTT

ACAGCCTGAG _AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATCTK

CDR3-for 4.9.2 and 2.13.2

eemmmmmme cmammeme-- cmmommm——- -- m————— S S

GGCTACGGTG ACTTTTACTA CTACTACTAC GGTATGGACG TQIGGGGCCA

GGCTGGTCCG ACTCTTACTA CTACTACTAC GGTATGGACG TCTGGGGCCA
GGCTRSKSYG ACTYTTACTA CTACTACTAC GGTATGGACG TCTGGGGCCA
CDR3-for 6.1.1

AGGGACTACG GTGATTATGA GTTGGTTCGA cé;;anGcc CAGGGAACCC
AGGGACCAC- =~=covecom =n= U O

AGGGACCAC- =~m=m=mmme mmmmecocos mame- wmeme cmememeoe
AGGGACYACG GTGATTATGA GTTGGTTCGA CCCCTGGGGC CAGGGAACCC

FIG. 2C-1
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TGGTCACCGT CTCCTCAG
=-GGTCACCGT CTCCTCAG

~GGTCACCGT CTCCTCAG
TGGTCACCGT CTCCTCAG

FiG. 2C-2

-------- v= —=s--eu--e ««CCCAGGA CTGGTGAAGC CTTCGGAGAC
CAGGTGCAGC TGCAGGAGTC GGACCCAGGA CTGGTGAAGC CTTCGGAGAC
CAGGTGCAGC TGCAGGAGTC GGGCCCAGGA CTGGTGAAGC CTTCGGAGAC

CDR1

CCTGTCCCTC ACCTGCACTG TCTCTGGTGG CTCCATCAGT 'AGTTACTACT
CCTGTCCCTC ACCTGCACTG TCTCTGGTGG CTCCATCAGT AGTTACTACT
CCTGTCCCTC ACCTGCACTG TCTCTGGTGG CTCCATCAGT AGTTACTACT
CDR1

GGAGITGGAT CCGGCAGCCC CCAGGGAAGG GACTGGAGTG GATTGGGTAT
GGAGLIIGGAT CCGGCAGCCC CCAGGGAAGG GACTGGAGTG GATTGGGTAT
GGAGY[TGGAT CCGGCAGCCC CCAGGGAAGG GACTGGAGTG GATTGGGTAT
CDR2
|

ATCTATTACA GTGGGAGCAC CARCTACAAC CCCTCCCTCA AGAGTUGAGT
ATCTATTACA GTGGGAGCAC CAACTACAAC CCCTCCCTCA AGAGTCGAGT
ATCTATTACA GTGGGAGCAC CAACTACAAC CCCTCCCTCA AGAGTCGAGT

—

CACCATATCA GTAGACACGT CCAAGAACCA GTTCTCCCTG AAGCTGAGHTT

CACCATATCA GTAGACACGT CCAAGAACCA GTTCTCCCTG AAGCTGAGHT

CACCATATCA GTAGACACGT CCAARGAACCA GTTCTCCCTG AAGCTGAGHT
CDR3

CTGTGACCGC TGCGGACACG GCCGTGTATT ACTGTG FAG GTATAGC
CTGTGACCGC TGCGGACACG GCCGTGTATT ACTGTG(:-~- (GA~---~ -—=
CTGTGACCGC TGCGGACACG GCCGTGTATT ACTGTGQCAG |GACGTATAGC

A

AGTTCGTTCT ACTACTACGG TAT GTC TGGGGCCAAG G

AGTTCGTTCT ACTACTACGG TAT: GTC TGGGGCCAAG

CACCGTCTCC TCAG

A ccocces mew -

CACCGTCTCC TCAG

FIG. 2D
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Tratamento: dose de 125 pg

50

100 B— |
-8 Proteina receptora de IGF - 1
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Proteina IGF - 1R, % de controle
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MO JdSTSTSADILAH NHIVAHWASD SAANODOMUS JNAALTASAIY JISOASATHAG LIMANNIADD NSAMIAVIAS
MO dSTISTSAOIAH NHIVIHWASD SAANSOOMUS MAALTISATTE JISOASATIHAd LIMNANNIIOD NSRMAAVIAS

dXIDAATOLT SADNIILWIAFY SAITILIACE FAIOOAIASIT AITAVATOIN SAAIMNXIAON TMADHAALTIA SAATYILSNAD FTUIAIAVNH ASADAAXMNI
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OADOAUNI SAILAASSTIO0 HILASOVIANH AIAXAUYASILT
DITOUNI SAINISSTO0 HIAZOVAANH AIXAWISTILIT
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DTZNINI SALAISSTOO HIATDVAANH AIXAWASTILT
OHOUNI SAILAJSSTOD HIASDOVAANH NIAAWASIIT

1SSTTSXLSA SADIIASIDS HOSOTUYNAAN MOANYIUIAA NNTIDOAASVYIL OSATOIASAd ATIASAVVAL EATTAAIODD JIMIXSHHDT DXXIVIAXAD
ISSTSXLSAI SADAIASADS NOSOTUNIAY MOANVHUAAI NNTIOAASYI HSAIVIASAd ATIASIVVUAL AIITAIIODD ALUIXNNEDT DXXILVIARID
* + L »
NSSILTIIZIL DSHSOHSIUSA ADSHISSYVYX ITEXAVIODIX DOIMOTANEX DHOSVEDLIIA HYADASYSTISS ASODINDIADN VOILINTITTD TIOVIANNOGN
ISSTILILINL DSOHSOSAUSE ADSOTHSYVI ITHXIVADAIX BVIMITAAAT ADSVAEILIIA AAOASYSISES ASOIROIAOW VOIIMTITIO TIOVdAINAR
L 3 8 » +

(Txr/0cv) epesad ejopeod T°ZT°Tdd



