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RESUMO
"COMPOSIGCAO DE ANTICORPO HER2"

Descreve—-se uma composi¢gdo que compreende anticorpo
HER2 de espécie principal que se liga ao dominio II de HER2
e uma variante de sequéncia de aminodcidos do mesmo que
compreende uma extensdo lider amino-terminal. Também se
descrevem formulagdes farmacéuticas que compreendem a

composicdo e utilizacgbes terapéuticas para a composicgdo.
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DESCRICAO

"COMPOSIGCAO DE ANTICORPO HER2”

Campo da Invencao

A presente invencdo refere-se a uma composicdo que
compreende um anticorpo HER2 de espécie principal gque se
liga ao dominio II de HER2 e variante de sequéncia de
aminocdcidos do mesmo gque compreende extensdo lider amino-
terminal. A  presente invencéo também se refere a
formulacdes farmacéuticas que compreendem a composicdo e
utilizacgdes terapéuticas para a composicdo. A invengdo é

como foi definida nas reivindicacodes.

Antecedentes da Invencdo
Anticorpos HER2

A familia HER de recetores tirosina guinases séo
mediadores importantes do crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. A familia de recetores inclui quatro
membros distintos, que incluem recetor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR, ErbB1l ou HER1), HER2 (ErbB2
, HER3 (ErbB3) e HER4 (ErbB4 ou tiro2).

neu )

ou pl85

O EGFR, codificado pelo gene erbBl, foi implicado nas
causas de malignidade humana. Particularmente, observou-se
um aumento da expressao de EGFR em cancro de mama, bexiga,
pulmao, cabeca, pescogo e estdmago, bem como glioblastomas.
O aumento da expressdo de recetor EGFR é freqguentemente
associado a maior producdo do ligando de EGFR, fator alfa
de crescimento de transformagdo (TGF-a), pelas mesmas
células tumorais, o que resulta na ativacgdo de recetores
por meio de processo estimulante autdcrino. Baselga e
Mendelsohn, Pharmac. Ther. 64: 127-154 (1994) . Os

anticorpos monoclonais dirigidos contra o EGFR ou seus
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ligandos, TGF-o e EGF, foram avaliados como agentes
terapéuticos no tratamento dessas malignidades. Veja-se,
por exemplo, Baselga e Mendelsohn, acima; Masui et al.,
Cancer Research 44: 1002-1007 (1984); e Wu et al., J. Clin.
Invest. 95: 1897- 1905 (1995).

0 segundo membro da familia de HER, pl85"", foi
identificado originalmente como o produto do gene de
transformacao de neuroblastomas de ratos tratados
quimicamente. A forma ativada do proto-oncogene neu resulta
de mutacgdo pontual (valina em acido glutédmico) na regido de
transmembrana da proteina codificada. A amplificacdo do
homélogo humano de neu € observada em cancros de mama e
ovadrio e correlaciona-se com mau progndéstico (Slamon et
al., Science, 235: 177-182 (1987); Slamon et al., Science,
244 707-712 (1989); e Patente US n°® 4.968.603). Até o
momento nenhuma mutacdo pontual andloga a do proto-oncogene
neu foi relatada para tumores humanos. A sobreexpressao de
HER2 (frequente mas ndo uniformemente devido a amplificacédo
genética) também foi observada em outros carcinomas, dque
incluem carcinomas do estdmago, endométrio, glandulas
salivares, pulmdo, rim, cdlon, tireoide, péncreas e bexiga.
Veja-se, entre outros, King et al., Science, 229: 974
(1985); Yokota et al., Lancet. 1: 765-767 (1986); Fukushige
et al., Mol. Cell Biol., 6: 955-958 (1986); Guerin et al.,
Oncogene Res., 3: 21-31 (1988); Cohen et al., Oncogene, 4:
81-88 (1989); Yonemura et al., Cancer Res., 51: 1034
(1991); Borst et al., Gynecol. Oncol, 38: 364 (1990);
Weiner et al., Cancer Res., 50: 421-425 (1990); Kern et
al., Cancer Res., 50: 5184 (1990); Park et al., Cancer
Res., 49: 6605 (1989); Zhau et al., Mol. Carcinog., 3: 254-
257 (1990); Aasland et al., Br. J. Cancer 57: 358-363
(1988); Williams et al., Pathobiology 59: 46-52 (1991); e
McCann et al., Cancer, 65: 88-92 (1990). HER2 pode ser
sobreexpresso em cancro da proéstata (Gu et al., Cancer
Lett. 99: 185-9 (1996); Ross et al., Hum. Pathol. 28: 827-
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33 (1997); Ross et al., Cancer 79: 2162-70 (1997); e
Sadasivan et al., J. Urol. 150: 126-31 (1993)).
Foram descritos anticorpos dirigidos contra 0s

neu

produtos de proteina pl85 de rato e HERZ humana. Drebin e
colegas levantaram anticorpos contra o produto genético neu
de rato, pl85"". Veja-se, por exemplo, Drebin et al., Cell
41: 695-706 (1985); Myers et al., Meth. Enzym. 198: 277-290
(1991); e documento WO 94/22478. Drebin et al., Oncogene 2:
273-277 (1988) relatam que misturas de anticorpos reativos

neu

com duas regides distintas de pl85 resultam em efeitos
anti-tumorais sinérgicos sobre células NIH-3T3
transformadas com neu implantadas em ratinhos brutos. Veja-
se também a Patente US n°® 5.824.311 emitida em vinte de
Outubro de 1998.

Hudziak et al., Mol. Cell. Biol. 9 (3): 1165-1172
(1989) descrevem a geracdo de um painel de anticorpos HER2
que foram caraterizados utilizando a linha de células de
tumor de mama SK-BR-3. A proliferacgdo celular relativa das
células SK-BR-3 apds a exposicdo aos anticorpos foi
determinada por meio de manchas de violeta de cristal das
monocamadas apds 72 horas. Utilizando este teste, obteve-se
inibicdo maxima com o anticorpo denominado 4D5, gque inibiu
a proliferacdo celular em 56 %. Outros anticorpos no gquadro
reduziram a proliferacdo celular em menor ponto neste
teste. O anticorpo 4D5 foi adicionalmente considerado
sensibilizando 1linhas de células de tumor de mama gue
sobreexpressam HER2 aos efeitos citotdéxicos de TNF-o. Veja-
se também a Patente US n°® 5.677.171, emitida em 14 de
Outubro de 1997. Os anticorpos HER2 discutidos em Hudziak
et al. s&o adicionalmente caraterizados em Fendly et al.,
Cancer Research 50: 1550-1558 (1990); Kotts et al., In
vitro 26 (3):59A (1990); Sarup et al., Growth Regulation 1:
72-82 (1991); Shepard et al., J. Clin. Immunol. 11 (3):
117-127 (1991); Kumar et al., Mol. Cell. Biol. 11 (2): 979-

986 (1991); Lewis et al., Cancer Immunol. Immunother. 37:
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255-263 (1993); Pietras et al., Oncogene 9: 1829- 1838
(1994); Vitetta et al., Cancer Research 54: 5301-5309
(1994); Sliwkowski et al., J. Biol. Chem. 269 (20): 14661-
14665 (1994); Scott et al., J. Biol. Chem. 266: 14300-5
(1991); D'souza et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 7202-
7206 (1994); Lewis et al., Cancer Research 56: 1457-1465
(1996); e Schaefer et al., Oncogene 15: 1385-1394 (1997).

Versdo humanizada recombinante do anticorpo HER2
murino 4D5 (huMAb4D5-8, rhuMAb  HERZ2, Trastuzumab ou
HERCEPTIN®, Patente US n°® 5.821.337) € clinicamente ativa
em pacientes com cancros de mama metastdticos que
sobreexpressam HER2 que receberam extensa terapéutica anti-
cancro anterior (Baselga et al., J. Clin. Oncol. 14: 737-
744 (1996)) . Trastuzumab recebeu aprovacgao para
comercializacgdo da Food and Drug Administration em 25 de
Setembro de 1998 para o tratamento de pacientes com cancro
de mama metastdtico cujos tumores sobreexpressam a proteina
HERZ.

Outros anticorpos HER2 com diversas propriedades foram
descritos em Tagliabue et al., Int. J. Cancer 47: 933-937
(1991); McKenzie et al., Oncogene 4: 543-548 (1989); Maier
et al., Cancer Res. 51: 5361-5369 (1991); Bacus et al.,
Molecular Carcinogenesis 3: 350-362 (1990); Stancovski et
al., PNAS (USA) 88: 8691-8695 (1991); Bacus et al., Cancer
Research 52: 2580- 2589 (1992); Xu et al., Int. J. Cancer
53: 401-408 (1993); documento WO 94/00136; Kasprzyk et al.,
Cancer Research 52: 2771-2776 (1992); Hancock et al.,
Cancer Res. b51: 4575-4580 (1991); Shawveret al, Cancer Res.
54: 1367-1373 (1994); Arteaga et al., Cancer Res. 54: 3758-
3765 (1994); Harwerth et al., J. Biol. Chem. 267: 15160-
15167 (1992); Patente US n° 5.783.186; e Klapperet al,
Oncogene 14: 2099-2109 (1997).

O rastreio de homologia resultou na identificacdo de
dois outros membros da familia de recetores de HER; HER3
(Patentes US n°® 5.183.884 e 5.480.968, bem como Kraus et
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al., PNAS (USA) 86: 9193- 9197 (1989)) e HER4 (Pedido de
Patente EP n°® 599.274; Plowman et al., Proc. Natl. Natl.
Acad. Sci. USA, 90: 1746-1750 (1993); e Plowman et al.,
Nature 366: 473-475 (1993)). Estes dois recetores exibem
expressdo maior sobre pelo menos algumas linhas de células
de cancro de mama.

Os recetores de HER geralmente sd&o encontrados em
diversas combinacgdes em células e acredita-se que a
heterodimerizacéo aumente a diversidade de reacdes
celulares a uma série de ligandos de HER (Earp et al.,
Breast Cancer Research and Treatment 35: 115-132 (1995)).
EGFR ¢é unido por seis ligandos diferentes; fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator alfa de crescimento de
transformagdo (TGF-«), anfirregulina, fator de crescimento
epidérmico de ligacdo a heparina (HB-EGF), betacelulina e
epirregulina (Groenen et al., Growth Factors 11l: 235-257
(1994)). Familia de proteinas de herregulina resultantes da
divisdo alternativa de um uUnico gene sdo ligandos para HER3
e HER4. A familia de herregulina inclui alfa, beta e gama
herregulinas (Holmes et al., Science, 256: 1205-1210
(1992); Patente US n° b5,641,869; e Schaefer et al.,
Oncogene 15: 1385-1394 (1997); fatores de diferenciacdo neu
(NDFs), fatores de crescimento glial (GGFs); recetor de
acetilcolilna indutor de atividade (ARIA); e fator derivado
de neurdénios motores e sensoriais (SMDF). Para analise,
veja-se Groenen et al., Growth Factors 11: 235-257 (1994);
Lemke, G. Molec. & Cell. Neurosci. 7: 247- 262 (1996) e Lee
et al., Pharm. Rev. 47: 51-85 (1995). Recentemente, foram
identificados trés ligandos de HER adicionais;
neurregulina-2 (NRG-2), qgue se relata ligar a HER3 ou HER4
(Chang et al., Nature 387: 509-512 (1997); e Carraway et
al., Nature 387: 512-516 (1997)); neurregulina-3 que se
liga a HER4 (Zhang et al., PNAS (USA) 94 (18): 9562-7
(1997)); e neurregulina-4 que se liga a HER4 (Harari et
al., Oncogene 18: 2681-89 (1999)) HB-EGF, Dbetacelulina e
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epirregulina também se ligam a HER4.

Embora EGF e TGF nao se liguem a HERZ2, EGF estimula
EGFR e HER2 para formar heterodimero, que ativa EGFR e
resulta em transfosforilacdo de HER2 no heterodimero.
Dimerizacdo e/ou transfosforilacdo aparentemente ativam a
tirosina quinase de HER2Z2. Veja-se FEarp et al., acima. De
forma similar, quando HERZ2 é coexpresso com HER2, complexo
de sinalizacdo ativo ¢é formado e anticorpos dirigidos a
HER2 sao capazes de romper esse complexo (Sliwkowski et
al., J. Biol. Chem., 269 (20): 14661-14665 (1994)). Além
disso, a afinidade de HER3 para herregulina (HRG) ¢&
aumentada para estado de afinidade superior quando
coexpresso com HER2. Veja-se também Levi et al., Journal of
Neuroscience 15: 1329-1340 (1995); Morrissey et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 92: 1431-1435 (1995); e Lewis et al.,
Cancer Res., 56: 1457- 1465 (1996) com relacdo ao complexo
de proteina HER2-HER3. HER4, como HER3, forma complexo de
sinalizacdo ativo com HERZ (Carraway e Cantley, Cell 78: 5-
8 (1994)).

Para dirigir o processo de sinalizacdo de HER, rhuMAb
2C4 (Pertuzumab, OMNITARG®) foi desenvolvido como anticorpo
humanizado que inibe a dimerizacdo de HER2 com outros
recetores de HER, de forma a inibir a ativacgcao e
fosforilagédo dirigida a ligando e ativacdo abaixo no fluxo
dos processos AKT e RAS. Em teste de fase I de Pertuzumab
como agente isolado para o tratamento de tumores sdlidos,
trés pacientes com cancro do ovario avangado foram tratados
com pertuzumab. Uma apresentou reacdo parcial duravel e
paciente adicional apresentou doenca estdvel por guinze
semanas. Agus et al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 22: 192,
Resumo 771 (2003).

O local de ligagdo a antigénio de um Fab2C4 humanizado
foi estudado usando mutagénese por varrimento aleatdrio
(Vajdos et al., J. Mol. Biol., 320(2): 415-28, (2002)). O

documento WO001/00238 descreve a utilizacdo de pertuzumab
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para o tratamento de cancro da préstata. Foi sugerido que
pertuzumab e trastuzumab sinergisticamente inibem a
sobrevivéncia de células de cancro de mama (Nahta et ai,.
Cancer Research, 64:2343-2346, (2004)).

Composicdes de Variantes de Anticorpo

A Patente US n°® 6.339.142 descreve uma composicdo de
anticorpo HERZ2 que compreende uma mistura de anticorpo
anti-HER2 e uma ou mais variantes &cidas do mesmo, em que a
quantidade da(s) variante(s) &cida(s) ¢ de menos de cerca
de 25 %. Trastuzumab é o anticorpo HER2 exemplificado.

Reid et al., Pdéster apresentado na conferéncia Well
Characterized Biotech Pharmaceuticals (Janeiro de 2003),
“Effects of Cell Culture Process Changes on Humanized
Antibody Characteristics’”, descreve uma composicdo de
anticorpo IgGl humanizado sem nome com heterogeneidades N-
terminais devido a combinagdes de péptido de sinal VHS,
glutamina N-terminal e 4cido piroglutédmico na cadeia pesada
do mesmo.

Reed et al., Péster "The Ideal Chromatographic
Antibody Characterization Method" apresentado na
Conferéncia IBC Antibody Production (Fevereiro de 2002),
relatam extensdo VHS sobre a cadeia pesada de E25,
anticorpo anti-IgE humanizado.

Rouse et al., Péster apresentado na WCBP "’ Top Down’
Glycoprotein Characterization Dby High Resolution Mass
Spectrometry and Its Application to Biopharmaceutical
Development™” (6-9 de Janeiro de 2004), descrevem uma
composigcdo de anticorpo monoclonal com heterogeneidade N-
terminal resultante de residuos de péptido de sinal “AHS
ou “HS na cadeia leve do mesmo.

Numa apresentacdo na Reunido do IBC (Setembro de
2000), "Strategic Use of Comparability Studies and Assays

for Well Characterized Biologicals,"™ Jill Porter discutiu
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uma forma de eluigdo retardada de ZENAPAX™ com trés
residuos de aminocdcidos adicionais na cadeia pesada do

mesmo.

Sumidrio da Invencdo

A presente invencdo refere-se a uma composicdo que
compreende: (a) um anticorpo HER2 de espécie principal que
se liga ao dominio II de HERZ2, e compreende uma seqgquéncia
de aminodcidos de cadeia leve varidvel proporcionada como
SEQ ID NO:3 e uma sequéncia de aminodcidos de cadeia pesada
variavel proporcionado como SEQ ID NO:4; e (b) uma variante
de anticorpo que compreende o anticorpo HERZ2 de espécie
principal e uma extenséo lider amino-terminal que
compreende VHS- numa cadeia leve da variante de anticorpo,
em que 5 de % a cerca de 15 % das moléculas de anticorpo na
composicdo compreendem a extensdo lider amino-terminal,
conforme quantificada pela andlise de permuta de catides.

A  invencdo refere-se ainda a um polipéptido que
compreende a sequéncia de aminodcidos na SEQ ID NO. 23, ou
uma variante desamidada e/ou oxidada do mesmo, como estando
incluido num anticorpo que compreende (a) uma cadeia leve
que compreende esse polipéptido, e (b) uma cadeia pesada
que compreende uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo que consiste na SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO.
24, e uma variante desamidada e/ou oxidada de SEQ ID NO. 16
ou SEQ ID NO. 24.

A invencdo também se refere a uma formulagao
farmacéutica que compreende a composicdo num portador
farmaceuticamente aceitédvel, Util para tratar o cancro que
expressa HER2 num paciente por meio da administracdo da
formulacdo farmacéutica ao paciente numa quantidade eficaz

para tratar o cancro.
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Breve Descricdo das Figuras

A Figura 1 proporciona um esguema da estrutura da
proteina HER2 e sequéncias de aminodcidos para os
Dominios I a IV (SEQ ID N° 19 a 22, respetivamente) do
seu dominio extracelular.

As Figuras 2A e 2B ilustram alinhamentos das
sequéncias de aminodcidos dos dominios leve variéavel
(Vy) (Fig. 2A) e pesado variavel (Vy) (Fig. 2B) de
anticorpo monoclonal murino 2C4 (SEQ ID N° 1 e 2,
respetivamente); dominios V; e Vg de 2C4 humanizado
versdo 574 (SEQ ID N° 3 e 4, respetivamente) e
estruturas de consenso de Vp e Vg humana (hum «1,
subgrupo capa leve I; humIII, subgrupo de cadeia
pesada III) (SEQ ID N° 5 e 6, respetivamente). Os
asteriscos identificam diferencas entre 2C4 humanizado
versdo 574 e anticorpo monoclonal murino 2C4 ou entre
2C4 humanizado versao 574 e a estrutura humana. As
Regides de Determinacdo de Complementaridade (CDRs)
encontram-se entre parénteses.

As Figuras 3A e 3B exibem a sequéncia de aminoacidos
da cadeia leve de Pertuzumab (SEQ ID N° 15) e cadeia
pesada (SEQ ID N° 16). As CDRs sédo exibidas em
negrito. A fracdo de hidrato de carbono é ligada a Asn
299 da cadeia pesada.

As Figuras 4A e 4B exibem as sequéncias de aminoacidos
da cadeia leve de Pertuzumab (SEQ ID N° 17) e cadeia
pesada, em que cada qual inclui wuma sequéncia de
péptido de sinal amino terminal intata (SEQ ID N° 18).
A Figura 5 ilustra esquematicamente a ligacao a 2C4 no
local de 1ligacdo heterodimérico de HER2, de forma a
evitar a heterodimerizacdo com EGFR ou HER3 ativado.

A Figura 6 ilustra o acoplamento de HBR2/HER3 aos
processos de MAPK e Akt.

A Figura 7 compara a atividade de Trastuzumab e
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Pertuzumab.

As Figuras 8A e 8B exibem espetros de massa
reconstruidos de cadeia leve de Pertuzumab reduzido
(Fig. 8A) e cadeia pesada (Fig. 8B).

As Figuras 9A e 9B ilustram andlise de cromatografia
de permuta de catides de Pertuzumab nativo (Fig. 9A7) e
Pertuzumab digerido por CPB (Fig. 9B).

A Figura 10 exibe andlise cromatografica de exclusao
por tamanho de Pertuzumab.

As Figuras 11A e 11B exibem uma andlise de CE-SDS-LIF
de Pertuzumab reduzido (Fig. 11A) e Pertuzumab intato
(Fig. 11B).

As Figuras 12A e 12B ilustram mapas de péptidos
tripticos de Pertuzumab (Fig. 12A) e mapas de péptidos
LYS-C de Pertuzumab (Fig. 12B).

A Figura 13 exibe andlise de CE de oligossacaridos N-
ligados libertados de Pertuzumab.

A Figura 14Aa e 14B exibem estruturas de
oligossacdridos comumente observadas em anticorpos
IgG.

A Figura 15 ilustra espetros de massa de MALDI-TOF de
modo positivo de oligossacédridos neutros libertados de
Pertuzumab.

As Figuras 16A e 16B exibem a sequéncia de aminoacidos
da cadeia leve de Trastuzumab (SEQ ID N° 13) e cadeia
pesada (SEQ ID N° 14).

As Figuras 17A e 17B ilustram uma sequéncia de cadeia
leve de Pertuzumab variante (SEQ ID N° 23) e uma
sequéncia de cadeia pesada de Pertuzumab variante (SEQ
ID N° 24).

Descricdo Pormenorizada das Formas de Realizacdo Preferidas

I. Definigdes

O termo “anticorpo de espécie principal” no presente

10
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documento indica a estrutura de sequéncia de aminocdcidos de
anticorpos em composicdo que € a molécula de anticorpo
quantitativamente predominante na composicdo. O anticorpo
de espécie principal é um anticorpo HER2 que se liga ao
Dominio II de HERZ2 e compreende as sequéncias e aminodcidos
leve e pesada varidvel nas SEQ ID N° 3 e 4 e, de
preferéncia, compreende a sequéncia de aminodcidos de
cadeia 1leve e cadeia pesada nas SEQ ID N° 15 e 16
(Pertuzumab) .

Um anticorpo de “wariante de sequéncia de aminodcidos”
no presente documento é um anticorpo com uma sequéncia de
aminodcidos que difere de um anticorpo de espécie
principal.

Exemplos de variantes de sequéncias de aminodcidos no
presente documento incluem variante Acida (tal como
variante de anticorpo desamidado), variante basica,
anticorpo com extensdo lider amino-terminal (tal como VHS-)
sobre uma ou duas cadeias leves do mesmo, anticorpo com um
residuo de 1lisina C-terminal sobre uma ou duas cadeias
pesadas do mesmo, anticorpo com um ou mais residuos de
metionina oxidados, etc. e inclui combinacdes de variacdes
para as sequéncias de aminodcidos de cadeias leve e/ou
pesada. A variante de anticorpo de interesse especifico no
presente documento € o anticorpo que compreende extensao
lider amino-terminal sobre uma ou duas cadeias leves do
mesmo, que opcionalmente também compreende outras
diferengas de glicosilacdo e/ou sequéncia de aminoacidos
relativas ao anticorpo da espécie principal.

Um anticorpo de “variante de glicosilacdo” no presente
documento € um anticorpo com uma ou mais fracgdes de hidrato
de carbono a ele ligadas que diferem de uma ou mais fracdes
de hidrato de carbono ligadas a um anticorpo de espécie
principal. Exemplos de variantes de glicosilagd&o no
presente documento incluem anticorpo com uma estrutura de

oligossacdrido Gl ou G2, em vez de uma estrutura de

11
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oligossacédrido GO, ligada a wuma regido Fc do mesmo,
anticorpo com uma ou duas fragcdes de hidrato de carbono
ligadas a uma ou duas cadeias leves do mesmo, anticorpo sem
hidrato de carbono ligado a uma ou duas cadeias pesadas do
anticorpo etc., bem como combinacgcdes dessas alteracdes de
glicosilacao.

Quando o anticorpo possuir uma regido Fc, uma
estrutura de oligossacdrido tal como a exibida nas Figuras
14A e 14B do presente documento pode ser ligada a uma ou
duas cadeias pesadas do anticorpo, tal como no residuo 299.
Para Pertuzumab, GO era a estrutura de oligossacarido
predominante, com outras estruturas de oligossacéaridos tais
como GO-F, G-1, Manb5, Man6, Gl1-1, Gl (1- ¢6), Gl (1-3) e G2
sendo encontradas em quantidades menores na composicao de
Pertuzumab.

A né&o ser que indicado de outro modo, uma “estrutura
de oligossacarido G1” no presente documento inclui
estruturas G1 (1-6) e G1 (1-3).

Uma “extensdo lider amino-terminal” no presente
documento indica um ou mais residuos de aminoadcidos da
sequéncia lider amino-terminal que estdo presentes no
terminal amino de gualgquer uma ou mais cadeias pesada ou
leve de anticorpo. Um exemplo de extensdo lider amino-
terminal compreende ou consiste em trés residuos de
aminocdcidos, VHS, presentes sobre uma ou as duas cadeias
leves de variante de anticorpo.

Um anticorpo “desamidado” € aquele em gque um ou mais
residuos de asparagina do mesmo foi derivado, tal como em
4dcido aspdrtico, succinimida ou &cido iso-aspértico.

“Homologia” ¢é definida como o percentual de residuos
na variante de sequéncia de aminoacidos que sado idénticos
apds o alinhamento das sequéncias e introducdo de lacunas,
se for necessdrio, para atingir o percentual médximo de
homologia. Os métodos e programas de computador para o

alinhamento sdo bem conhecidos na técnica. Um desses
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programas de computador ¢é “Align 2", de autoria da
Genentech, Inc., que foi depositado com a documentacao de
usudrio no Escritdério de Direitos Autorais dos Estados
Unidos, Washington DC 20559, Estados Unidos, em 10 de
Dezembro de 1991.

Para os propdsitos do presente documento, “andlise de
permuta de catides” indica gqualgquer método por meio do qual
uma composicdo que compreende dois ou mais compostos é
separada com Dbase em diferencas de carga utilizando
permutador de catides. Permutador de catides geralmente
compreende grupos carregados negativamente e covalentemente
unidos. Preferentemente, o permutador de catides do
presente ¢é permutador de catides fraco e/ou compreende
grupo funcional carboxilato, tal como a coluna de permuta
de catides PROPAC WCX-10™ vendida pela Dionex.

Um “recetor de HER” ¢é tirosina quinase de proteina
recetora que pertence a familia de recetores de HER e
inclui recetores de EGFR, HER2, HER3 e HER4 e outros
membros desta familia a serem identificados no futuro. O
recetor de HER geralmente compreendera um dominio
extracelular, que pode unir um ligando de HER; um dominio
de transmembrana lipofilica; um dominio de tirosina quinase
intracelular conservado; e um dominio de sinalizacéo
carboxil-terminal gque abriga varios residuos de tirosina
que podem ser fosforilados. Preferentemente, o recetor de
HER é recetor de HER humano de sequéncia nativa.

O dominio extracelular de HER2 compreende quatro
dominios, Dominio I (residuos de aminocdcidos de cerca de 1
a 195), Dominio II (residuos de aminodcidos de cerca de 196
a 319), Dominio III (residuos de aminodcidos de cerca de
320 a 488) e Dominio IV (residuos de aminodcidos de cerca
de 489 a 630) (numeracdo de residuos sem péptido de sinal).
Veja-se Garret et al., Mol. Cell. 11: 495-505 (2003), Cho
et al., Nature 421: 756-760 (2003), Franklin et al., Cancer
Cell 5: 317-328 (2004), ou Plowman et al., Proc. Natl.
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Acad. Sci. 90: 1746-1750 (1993). Veja-se também a Fig. 1 do
presente documento.

Os termos “ErbBbB1l”, “HER1", “recetor de fator de
crescimento epidérmico” e “EGFR” sdo utilizados de forma
intercambidvel no presente documento e designam EGFR
conforme descrito, por exemplo, em Carpenter et al., Ann.
Rev. Biochem. 56: 881-914 (1987), incluindo suas formas
mutantes de ocorréncia natural (tais como EGFR mutante de
exclusdo como em Humphrey et al., PNAS (USA) 87: 4207-4211
(1990)). erbBl designa o gene que codifica o produto de
proteina EGFR.

Os termos “ErbB2” e “HER2” sdo utilizados de forma
intercambidvel no presente documento e designam a proteina
HER2 humana descrita, por exemplo, em Semba et al., PNAS
(USA) 82: 6497-6501 (1985) e Yamamoto et al., Nature 319:
230-234 (1986) (acesso Genebank n°® X03363). O termo “erbB2”
designa o gene que codifica ErbB2 humano e "neu” designa o
gene que codifica pl85"" de rato. HER2 preferido & HER2
humano de sequéncia nativa.

“ErbB3” e “HER3” designam o ©polipéptido recetor
conforme descrito, por exemplo, nas Patentes US n°
5.183.884 e 5.480.968, bem como Kraus et al., PNAS (USA)
86: 9193-9197 (1989).

Os termos “ErbB4” e Y“HER4” designam no presente o
polipéptido recetor conforme descrito, por exemplo, no
Pedido de Patente EP n® 599.274; Plowman et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 1746-1750 (1993); e Plowman et
al., Nature, 366: 473-475 (1993), incluindo suas isoformas,
por exemplo, conforme descrito no documento WO 99/19488,
publicada em 22 de Abril de 1999.

“Ligando de HER” indica um polipéptido gque se liga a
um recetor de HER e/ou o ativa. 0O 1ligando de HER de
interesse especifico no presente documento € ligando HER
humano de sequéncia nativa tal como fator de crescimento

epidérmico (EGF) (Savage et al., J. Biol. Chem. 247: 7612-

14



EP1771482B1

7621 (1972)); fator alfa de crescimento de transformacéo
(TGF-o) (Marquardt et al., Science 223: 1079-1082 (1984));
anfirregulina, também conhecida como schwanoma ou fator de
crescimento de autédécrinos queratindcitos (Shoyab et al.,
Science 243: 1074- 1076 (1989); Kimura et al., Nature 348:
257-260 (1990); e Cook et al., Mol. Cell. Biol. 11: 2547-
2557 (1991)); betacelulin (Shing et al., Science 259: 1604-
1607 (1993); e Sasada et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 190: 1173 (1993)); fator de crescimento epidérmico
de ligacdo a heparina (HB-EGF) (Higashiyvama et al., Science
251: 936-939 (1991)); epirregulina (Toyoda et al., J. Biol.
Chem. 270: 7495-7500 (1995); e Komurasaki et al., Oncogene
15: 2841-2848 (1997)); herregulina (veja-se a seguir);
neurregulina-2 (NRG-2) (Carraway et al., Nature 387: 512-
516 (1997)); neurregulina-3 (NRG-3) (Zhang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 94: 9562-9567 (1997)); neurregulina-4
(NRG-4) (Harari et al., Oncogene 18: 2681-89 (1999)) ou
cripto (CR-1) (Kannan et al., J. Biol. Chem. 272 (6): 3330-
3335 (1997)). Ligandos de HER qgque unem EGFR incluem EGF,
TGF-o, anfirregulina, betacelulina, HB-EGF e epirregulina.
Ligandos de HER gue se ligam a HER3 incluem herregulinas.
Ligandos de HER capazes de unir HER4 incluem betacelulina,
epirregulina, HB-EGF, NRG-2, NRG-3, NRG-4 e herregulinas.
“Herregulina” (HRG), quando wutilizada no presente
documento, designa polipéptido codificado pelo produto
genético de herregulina conforme descrito na Patente US n°
5.641.869 ou Marchionni et al., Nature, 362: 312-318
(1993) . Exemplos de herregulinas incluem herregulina-«,
herregulina-f1l, herregulina-p2 e herregulina-f3 (Holmes et
al., Science, 256: 1205-1210 (1992); e Patente US n
5.641.869); fator de diferenciacao neu (NDF) (Peles et al.,
Cell 69: 205-216 (1992)); atividade indutora de recetor de
acetilcolina (ARIA) (Falls et al., Cell 72 : 801-815

o]

(1993)); fatores de crescimento glial (GGFs) (Marchionni et
al., Nature, 362: 312-318 (1993)); fator derivado de
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neurdénios motores e sensoriais (SMDF) (Ho et al., J. Biol.
Chem. 270: 14523- 14532 (1995)); vy-herregulina (Schaefer et
al., Oncogene, 15: 1385-1394). O termo inclui fragmentos

biologicamente ativos e/ou variantes de sequéncia de
aminodcidos de polipéptido HRG de sequéncia nativa, tais
como seu fragmento de dominio similar a EGF (tal como
HRGBl77*244) .

Um “dimero de HER” no presente documento €& um dimero
associado de forma né&o covalente que compreende pelo menos
dois recetores de HER diferentes. Estes complexos podem
formar-se quando uma célula gque expressa dois ou mais
recetores de HER é exposta a ligando de HER e pode ser
isolada por imunoprecipitacdo e analisada por meio de SDS-
PAGE conforme descrito, por exemplo, em Sliwkowski et al.,
J. Biol. Chem., 269 (20): 14661-14665 (1994). Exemplos
desses dimeros de HER incluem heterodimeros EGFR-HERZ2,
HER2-HER3 e HER3-HER4. Além disso, o dimero HER pode
compreender dois ou mais recetores de HERZ2 combinados com
recetor de HER diferente, tais como HER3, HER4 ou EGFR.
Outras proteinas, tais como subunidade recetora de
citoquinas (como gpl30), podem ser associadas ao dimero.

“Local de ligacgdo heterodimérica” sobre HER2 designa
regido no dominio extracelular de HER2Z que entra em contato
ou forma interface com regido no dominio extracelular de
EGFR, HER3 ou HER4 mediante a formacd&o de dimero com ele. A
regido € encontrada no Dominio II de HER2. Franklin et al.,
Cancer Cell 5: 317-328 (2004).

“Ativacdo de HER” ou “ativacdo de HER2” designa a
ativacéao, ou fosforilacédo, de gqualgquer um ou mais recetores
de HER ou recetores de HERZ2. Geralmente, a ativacdo de HER
resulta em transducdo de sinais (tal como a causada por
dominio de guinase intracelular de residuos de tirosina
fosforilantes recetores de HER no recetor de HER ou
substrato de polipéptido). A ativacdo de HER pode ser

mediada pela ligacdo a ligandos HER a um dimero de HER que
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compreende o vrecetor de HER de interesse. A ligacao a
ligando de HER a dimero de HER pode ativar dominio de
guinase de um ou mais dos recetores de HER no dimero e,
desta forma, resulta em fosforilagdo de residuos de
tirosina num ou mais dos recetores de HER e/ou fosforilacdo
de residuos de tirosina em polipéptido(s) substrato(s)
adicional (is), tal(is) como guinases intracelulares de Akt
ou MAPK.

O termo “anticorpo” ¢é utilizado no presente documento
no sentido mais amplo e cobre especificamente anticorpos
monoclonais, anticorpos policlonais, anticorpos
multiespecificos (tais como anticorpos biespecificos)
formados a partir de pelo menos dois anticorpos intatos e
fragmentos de anticorpos, desde gque exibam a atividade
bioldégica desejada.

O termo “anticorpo monoclonal”, da forma utilizada no
presente documento, designa um anticorpo obtido a partir de
uma populacgdo de anticorpos substancialmente homogéneos, ou
seja, o0s anticorpos individuais gue compreendem a populacio
sdo idénticos e/ou ligam-se ao mesmo epitopo, exceto por
possiveis variantes que podem surgir durante a producdo do
anticorpo monoclonal, tais como as variantes descritas no
presente documento. Ao contrdrio das preparacdes de
anticorpos policlonais que tipicamente incluem anticorpos
diferentes dirigidos a diferentes determinantes (epitopos),
cada anticorpo  monoclonal é dirigido a um unico
determinante sobre o antigénio. Além da sua especificidade,
0s anticorpos monoclonais sado vantajosos por nado serem
descontaminados por outras imunoglobulinas. O adjetivo
“monoclonal” indica o cardter do anticorpo como sendo
obtido a partir de uma populacéao de anticorpos
substancialmente homogénea e nao deve ser considerado como
exigindo a producdao do anticorpo por meio de qualquer
método especifico. Os anticorpos monoclonais a serem

utilizados de acordo com a presente invengcdo podem ser
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preparados, por exemplo, por meio do método de hibridoma
descrito em primeiro lugar por Kohler et al., Nature, 256:
495 (1975), ou podem ser fabricados por meio de métodos de
ADN recombinante (veja-se, por exemplo, a Patente US n°
4.816.567). 0Os “anticorpos monoclonais” podem também ser
isolados a partir de bibliotecas de anticorpos de fagos,
utilizando as técnicas descritas, por exemplo, em Clackson
et al., Nature, 352: 624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol.
Biol., 222: 581-597 (1991).

Os anticorpos monoclonais do presente incluem
especificamente anticorpos “gquiméricos", nos quais uma
parte da cadeia leve e/ou pesada € idéntica ou homdéloga a
sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma
espécie especifica ou pertencentes a uma classe ou
subclasse especifica de anticorpos, enquanto o restante
da (s) cadeia(s) ¢é idéntico ou homdélogo a sequéncias
correspondentes de anticorpos derivados de outras espécies
ou pertencentes a outra classe ou subclasse de anticorpos,
bem como fragmentos desses anticorpos, desde que exibam a
atividade biolégica desejada (Patente US n°® 4.816.567; e
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8l1l: 6851-6855
(1984)). Os anticorpos quiméricos de interesse no presente
documento incluem anticorpos “primatizados”, que
compreendem sequéncias de ligacdo a antigénios de dominio
variavel derivadas de primatas nado humanos (por exemplo,
Macaco do Velho Mundo, Chimpanzé, etc.) e sequéncias de
regides constantes humanas.

“Fragmentos de anticorpos” compreendem uma parte de
anticorpo intato, que compreende preferentemente a sua
regido varidvel ou de ligacdo a antigénios. Exemplos de
fragmentos de anticorpos incluem fragmentos de Fab, Fab’,
F(ab’"), e Fv, diacorpos, anticorpos lineares, moléculas de
anticorpos de cadeia simples e anticorpos multiespecificos
formados com fragmento(s) de anticorpos.

z

“Anticorpo intato” ¢é aquele que compreende uma regido
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varidvel de 1ligagdo a antigénios, bem como um dominio
constante de cadeia leve (C;) e dominios constantes de
cadeia pesada Cyl, Cg2 e Cy3. Os dominios constantes podem
ser dominios constantes de sequéncia nativa (tais como
dominios constantes de sequéncia nativa humanos) ou suas
variantes de sequéncia de aminodcidos. Preferentemente, o
anticorpo 1intato possuli uma ou mails fungdes efetoras e
compreende estrutura de oligossacdrido ligada a uma ou duas
cadeias pesadas do mesmo.

“Funcgbes efetoras” de anticorpos designam as
atividades bioldgicas que podem ser atribuidas a regido Fc
(regido Fc de sequéncia nativa ou regido Fc com variacgao de
sequéncia de aminoédcidos) de um anticorpo. Exemplos de
fungdes efetoras de anticorpos incluem ligagcdao a Clq,
citotoxicidade dependente de complemento, ligacdo a recetor
Fc; citotoxicidade mediada por células dependentes de
anticorpos (ADCC); fagocitose; regulacdo para baixo de
recetores da superficie celular (tais como recetor de
células B; BCR) etc.

Dependendo da sequéncia de aminodcidos do dominio
constante das suas cadeias pesadas, anticorpos intatos
podem ser atribuidos a “classes” diferentes. Existem cinco
classes principais de anticorpos intatos: IgA, IgD, IgE,
IgG e 1IgM, e varias delas podem ser adicionalmente
divididas em subclasses (isotipos), tais como IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4, IgA e IgA2. Os dominios constantes de cadeia
pesada que correspondem as classes diferentes de anticorpos
sao denominados «, o, €, Y € 1, respetivamente. As
estruturas de subunidades e configuragdes tridimensionais
de diferentes classes de imunoglobulinas sao bem
conhecidas.

“Citotoxicidade mediada por células dependentes de
anticorpos” e “ADCC” designam reacdo mediada por células na
qual células citotdéxicas nado especificas que expressam

recetores de Fc (FcRs) (tais como Células Matadoras
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Naturais (NK), neutrdédéfilos e macrdfagos) reconhecem o
anticorpo unido sobre célula alvo e causam em seguida a
lise da célula alvo. As células primarias para a mediacéo
de ADCC, células NK, expressam unicamente FcyRIII, enquanto
mondécitos expressam FcyRI, FcyRII e FcyRIII. A expressdo de
FcR sobre células hematopoiéticas € resumida no Quadro 3,
pdg. 464, de Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-92
(1991) . Para determinar a atividade de ADCC de uma molécula
de interesse, pode-se realizar teste de ADCC in vitro, tal
como descrito na Patente US n°® 5.500.362 ou 5.821.337.
Células efetoras uteis para esses testes incluem células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) e células
Matadoras Naturais (NK). Alternativa ou adicionalmente, a
atividade de ADCC da molécula de interesse pode ser
determinada in vivo, tal como num modelo animal como ©
descrito em Clynes et al., PNAS (USA) 95: 652-656 (1998).
“Células efetoras humanas” sao leucdcitos que
expressam uma ou mals FcRs e realizam fungdes efetoras.
Preferentemente, as células expressam pelo menos FcyRIITI e
realizam fungdo efetora de ADCC. Exemplos de leucdcitos
humanos que mediam ADCC incluem células mononucleares
sanguineas periféricas (PBMC), células matadoras naturais
(NK), mondcitos, células T citotdxicas e neutrdfilos; em
que PBMCs e células NK sé&o preferidas. As células efetoras
podem ser isoladas a partir de uma fonte nativa, tal como
sangue ou PMBCs, conforme descrito no presente documento.
Os termos “recetor de Fc” ou “FcR” sdo utilizados para
descrever um recetor que se liga a regido Fc de um
anticorpo. O FcR preferido ¢é FcR humano de sequéncia
nativa. Além disso, FcR preferido é agquele que se liga a um
anticorpo de IgG (recetor gama) e 1inclui recetores das
subclasses de FcyRI, FcyRII e FcyRIII, incluindo variantes
alélicas e, alternativamente, formas divididas desses
recetores. Os recetores de FcyRII incluem FcyRIIA (“recetor

de ativacao”) e FcyRIIB (“recetor de inibicao”), que
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possuem sequéncias de aminodcidos similares que diferem
principalmente nos seus dominios citoplasmédticos. O recetor
de ativacdo FcyRIIA contém um motivo de ativacgdo com base
em tirosina imunorrecetora (ITAM) em seu dominio
citoplasmdtico. O recetor de inibicdo FcyRIIB contém um
motivo de 1inibi¢&o com base em tirosina imunorrecetora
(ITIM) no seu dominio citoplasmdtico (veja-se artigo de
critica M. em Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234
(1997)) . FcRs sao analisadas em Ravetch e Kinet, Annu. Rev.
Immunol. 9: 457- 92 (1991); Capei et al., Immunomethods 4:
25-34 (1994); e de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:
330-41 (1995). Outras FcRs, incluindo aquelas a serem
identificadas no futuro, sao englobadas pelo termo “FcR” no
presente documento. O termo também inclui o recetor
neonatal, FcRn, que ¢é responsavel pela transferéncia de
IgGs maternos para o feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:
587 (1976) e Kim et al., J. Immunol. 24: 249 (1994)).
“Citotoxicidade dependente de complemento” ou “CDC”
designa a capacidade de uma molécula de lisar um alvo na
presenca de complemento. O processo de ativacdo de
complementos €& iniciado pela ligacdo do primeiro componente
do sistema de complemento (Clg) a uma molécula (tal como
anticorpo) em complexo com antigénio cognato. Para
determinar a ativacdo do complemento, pode ser realizado
teste de CDC, conforme descrito, por exemplo, em Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).
“Anticorpos nativos” sdo normalmente glicoproteinas
heterotetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compostas
de duas cadeias leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas
(H) idénticas. Cada cadeia leve ¢é 1ligada a uma cadeia
pesada por ligacédo a dissulfeto covalente, enquanto a
quantidade de ligacbes de dissulfeto varia entre as cadeias
pesadas de diferentes isotipos de imunoglobulina. Cada
cadeia leve e pesada também contém pontes de dissulfeto

intracadeias em espagos regulares. Cada cadeia pesada

21



EP1771482B1

contém, numa extremidade, um dominio wvaridvel (Vy) seguido
por uma série de dominios constantes. Cada cadeia 1leve
contém um dominio variadvel numa extremidade (Vi) e um
dominio constante na sua outra extremidade. O dominio
constante da cadeia leve ¢ alinhado ao primeiro dominio
constante da cadeia pesada e o dominio varidvel da cadeia
leve ¢é alinhado ao dominio wvaridvel da cadeia pesada.
Acredita-se que residuos de aminodcidos especificos formem
superficie intermedidria entre os dominios varidveis de
cadeia leve e de cadeia pesada.

O termo “varidvel” indica o fato de que certas partes
dos dominios variadveis diferem extensamente de sequéncia
entre o0s anticorpos e sao utilizadas na ligacdo e
especificidade de cada anticorpo especifico para o seu
antigénio especifico. A capacidade de wvariacdo nédo ¢,
entretanto, distribuida regularmente ao longo de todos os
dominios varidveis de anticorpos. Ela €& concentrada em trés
segmentos denominados regides hipervariaveis, tanto nos
dominios varidveis de cadeia leve quanto de cadeia pesada.
As partes mais altamente conservadas dos dominios varidveis
sdo denominadas regides de estrutura (FRs). Os dominios
variadveis de cadeias leve e pesada nativas compreendem
quatro FRs cada um, adotando em grande parte configuracgao
de folha p, ligadas por trés regides hipervaridveis, que
formam lagcos que conectam e, em alguns casos, fazem parte
da estrutura de folha p. As regides hipervaridveis de cada
cadeia sao mantidas juntas em boa proximidade pelas FRs e,
com as regides hipervaridveis da outra cadeia, contribuem
para a formacdo do local de 1ligagdao a antigénios de
anticorpos (veja-se Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, quinta edicgéao, Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda MD
(1991)). Os dominios constantes ndo estdo diretamente
envolvidos na ligacdo a um anticorpo a um antigénio, mas

exibem diversas fungdes efetoras, tais como a participacgéao
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do anticorpo em citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC) .

O termo “regido hipervaridvel”, quando utilizada no
presente documento, designa os residuos de aminoédcidos de
um anticorpo que sao responsaveis pela ligacao a
antigénios. A regido hipervariavel compreende geralmente
residuos de aminodcidos de uma “regido de determinacgdo de
complementaridade” ou “CDR” (isto €, residuos 24 a 34 (L1),
50 a 56 (L2) e 89 a 97 (L3) no dominio variavel de cadeia
leve e 31 a 35 (H1), 50 a 65 (H2) e 95 a 102 (H3) no
dominio variavel de cadeia pesada; Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, quinta edicéo,
Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda MD (1991)) e/ou os residuos de um “circuito
hipervariavel” (isto &, os residuos 26 a 32 (L1), 50 a 52
(L2) e 91 a 96 (L3) no dominio varidvel de cadeia leve e 26
a 32 (H1), 53 a 55 (H2) e 96 a 101 (H3) no dominio varidvel
de cadeia pesada; Chothia e Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901-
917 (1987)). Residuos de “regido de estrutura” ou “FR” séao
os residuos de dominios variaveis diferentes dos residuos
de regido hipervariavel conforme definido no presente
documento.

A digestdo de anticorpos por papaina produz dois
fragmentos de ligagdo a antigénios idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada qual com um uUnico local de ligacédo a
antigénios, e um fragmento “Fc” residual, cujo nome reflete
a sua capacidade de répida cristalizacdo. O tratamento com
pepsina gera um fragmento de F(ab’), que contém dois locais
de ligagdo a antigénios e ainda ¢é capaz de reticular
antigénio.

“Fv” é o fragmento de anticorpo minimo que contém um
local de reconhecimento e de ligacdo a antigénios completo.
Esta regido consiste num dimero de um dominio wvaridvel de
cadeia pesada e um de cadeia leve em associacdo firme e nado

covalente. E nesta configuracdo gque as trés regides
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hipervaridveis de cada dominio varidvel interagem para
definir um local de ligacdo a antigénios sobre a superficie
do dimero Vu—Vi,. Coletivamente, as seis regides
hipervaridveis conferem especificidade de ligacéo a
antigénios ao anticorpo. Entretanto, mesmo um dominio
variavel isolado (ou a metade de um Fv gque compreende
apenas trés regibes hipervaridveis especificas para um
antigénio) possui a capacidade de reconhecer e unir
antigénio, embora em afinidade mais baixa gque todo o local
de ligacéao.

O fragmento de Fab também contém o dominio constante
da cadeia 1leve e o primeiro dominio constante (CH1l) da
cadeia pesada. Os fragmentos de Fab’ diferem de fragmentos
de Fab pela adicdo de alguns residuos no terminal carboxi
do dominio CH1 de cadeia pesada, que inclui uma ou mais
cisteinas da regido de articulacdo do anticorpo. Fab’-SH é
a denominacdo do presente para Fab’, em que o(s) residuo(s)
de cisteina dos dominios constantes contém(ém) pelo menos
um grupo tiol livre. Os fragmentos de anticorpos F(ab’),
foram originalmente produzidos na forma de pares de
fragmentos de Fab’ que contém cisteinas de articulacéo
entre eles. Outros acoplamentos quimicos de fragmentos de
anticorpos também sdo conhecidos.

As “cadeias leves” de anticorpos de qualquer espécie
vertebrada podem ser atribuidas a um dentre dois tipos
claramente distintos, denominados capa (k) e lambda (&),
com base nas sequéncias de aminodcidos dos seus dominios
constantes.

Fragmentos de anticorpos “Fv de cadeia simples” ou
“scFv” compreendem os dominios Vg e Vy de anticorpo, em que
esses dominios estdo presentes numa Unica cadeia de
polipéptidos. Preferentemente, o polipéptido Fv compreende
adicionalmente um ligando de polipéptido entre os dominios
Vg e Vp gque permite que o scFv forme a estrutura desejada

para ligagdo a antigénios. Para a andlise de scFv, veja-se
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Pluckthun em The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg e Moore eds., Springer-Verlag, Nova
Iorque, PpPags. 269-315 (1994) . Fragmentos de scFv de
anticorpo HER2 sdo descritos no documento WO 93/16185;
Patente US n® 5.571.894; e Patente US n°® 5.587.458.

O termo “diacorpos” designa pequenos fragmentos de
anticorpos com dois locais de ligacdo a antigénios, dque
compreendem um dominio pesado varidvel (Vy) ligado a um
dominio leve wvaridvel (Vi) na mesma cadeia de polipéptido
(Vg — Vi). Utilizando um ligando que é curto demais para
permitir o emparelhamento entre os dois dominios sobre a
mesma cadeia, os dominios sdo forcados a emparelhar-se com
os dominios complementares de outra cadeia e criar dois
locais de ligacdo a antigénios. Os diacorpos sédo descritos
mais completamente, por exemplo, documento EP 404.097,
documento WO 93/11161 e Hollinger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

As formas “humanizadas” de anticorpos nao humanos (por
exemplo, de roedores) sdo anticorpos quiméricos que contém
sequéncia minima derivada de imunoglobulina n&o humana. Na
maior parte, os anticorpos humanizados s&o imunoglobulinas
humanas (anticorpo recetor), nas quais os residuos de uma
regido hipervaridvel do ©paciente sdo substituidos por
residuos de uma regido hipervaridvel de espécie ndo humana
(anticorpo dador) tal como ratinho, rato, coelho ou primata
ndo humano que possuli a especificidade, afinidade e
capacidade desejadas. Em alguns casos, o0s residuos de
regido estrutural (FR) da 1munoglobulina humana sdo
substituidos por residuos n&o humanos correspondentes. Além
disso, os anticorpos humanizados podem compreender residuos
que nao sao encontrados no anticorpo recetor ou no
anticorpo dador. Essas modificagbes sdo feitas para refinar
ainda mais o desempenho do anticorpo. Geralmente, o
anticorpo humanizado compreenderad substancialmente todos

dentre pelo menos um, tipicamente dois dominios varidveis,
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em que todos ou substancialmente todos os circuitos
hipervaridveis correspondem aos de uma imunoglobulina né&o
humana e todas ou substancialmente todas as FRs sdo as de
uma sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo
humanizado também compreenderd opcionalmente pelo menos uma
parte de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),
tipicamente a de imunoglobulina humana. Para pormenores
adicionais, veja-se Jones et al., Nature 321: 522-525
(1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); e
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).

Os anticorpos HERZ2 humanizados incluem huMAb4D5-1,
huMAb4D5-2, huMAb4D5-3, huMAb4D5-4, huMAb4D5-5, huMAb4D5-6,
huMAb4D5-7 e huMAb4D5-8 ou Trastuzumab (HERCEPTIN®) ,
conforme descrito no Quadro 3 da Patente US n® 5.821.337;
anticorpos 520C9 humanizados (documento WO 93/21319) e 2C4
humanizados, conforme descrito no presente documento.

Para 0s propdsitos do presente documento,
“Trastuzumab’”, “HERCEPTIN®” e “huMAb4D5-8" designam um
anticorpo que compreende as sequéncias de aminodcidos de
cadeia leve e pesada das SEQ ID N° 13 e 14, respetivamente.

No presente documento, “Pertuzumab”, YOMNITARG™” e
“rhuMAb 2C4” designam um anticorpo que compreende as
sequéncias de aminodcidos de cadeia leve e pesada variaveis
das SEQ ID N° 3 e 4, respetivamente. Quando Pertuzumab for
anticorpo intato, ele compreende preferentemente a
sequéncia de aminodcidos de cadeia leve e cadeia pesada nas
SEQ ID N° 15 e 16, respetivamente.

Um “anticorpo nu” é um anticorpo (conforme definido no
presente documento) que nédo ¢é conjugado a molécula
heterdéloga, tal como porcgdo citotdxica ou radiomarcador.

Um anticorpo “isolado” ¢é aquele que foi identificado,
separado e/ou recuperado a partir de um componente do seu
ambiente natural. Os componentes contaminantes do seu
ambiente natural sdo materiais qgue 1interfeririam com

utilizagdes em diagndéstico ou terapéuticas para o anticorpo
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e podem incluir enzimas, hormonas e outros solutos
protedceos ou nao protedceos. Em formas de realizacéo
preferidas, o anticorpo serd purificado (1) até mais de 95

Q.

% em peso de anticorpo, conforme determinado por meio do
método de Lowry, e, de maior preferéncia, mais de 99 % em
peso; (2) até grau suficiente para a obtencdo de pelo menos
quinze residuos de sequéncia de aminodcidos interna ou N-
terminal, utilizando um sequenciador de xicara de
centrifugacdo; ou (3) até a homogeneidade, por meio de SDS-—
PAGE, sob condig¢des redutoras ou nao redutoras, utilizando
azul de Coomassie ou, preferentemente, manchas de prata. O
anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ em células
recombinantes, desde dque pelo menos um componente do
ambiente natural do anticorpo nao esteja presente.
Normalmente, entretanto, o anticorpo isolado serd preparado
por meio de pelo menos uma etapa de purificacéo.

Um anticorpo HERZ2 que “inibe a dimerizacgdo de HER mais
eficientemente que Trastuzumab” ¢é aquele que reduz ou
elimina dimeros de HER mais eficientemente (tal como pelo
menos cerca de duas vezes mals eficientemente) que
Trastuzumab. Preferentemente, esse anticorpo inibe a
dimerizacdo de HER2 de forma pelo menos aproximadamente téao
eficiente quanto anticorpo selecionado a partir do grupo
que consiste em anticorpo monoclonal murino 2C4 intato,
fragmento de Fab de anticorpo monoclonal murino 2C4,
Pertuzumab intato e fragmento de Fab de Pertuzumab. Pode-se
avaliar a inibicgédo da dimerizacgdo de HER estudando dimeros
de HER diretamente, ou avaliando a ativacédo de HER, ou
sinalizacgcdo abaixo no fluxo, que resulta da dimerizacédo de
HER e/ou por meio de avaliacdo do local de ligacdo a HER2-
anticorpo etc. Testes de selecdo de anticorpos com a
capacidade de inibir a dimerizacdao de HER mais
eficientemente que Trastuzumab sao descritos em Agus et
al., Cancer Cell 2: 127-137 (2002) e documento WO 01/00245

(Adams et al.). Unicamente como forma de exemplo, pode-se
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testar a inibicdo da dimerizacado de HER determinando-se,
por exemplo, a inibicdo da formacdo de dimeros de HER
(veja-se, por exemplo, a Fig. 1A-B de Agus et al., Cancer
Cell 2: 127-137 (2002); e documento WO 01/00245); reducgéo
da ativacdo por ligando HER de células gue expressam
dimeros de HER (documento WO 01/00245 e Fig. 2A-B de Agus
et al., Cancer Cell 2: 127-137 (2002), por exemplo);
blogueio da ligacd&o a ligando HER a células gue expressam
dimeros de HER (documento WO 01/00245 e Fig. 2E de Agus et
al., Cancer Cell 2: 127-137 (2002), por exemplo); inibicéo
do crescimento celular de células cancerosas (tais como
células MCF7, MDA-MD-134, ZzR-75-1, MD-MB-175, T-47D) que
expressam dimeros de HER na presencga (ou auséncia) de
ligando de HER (documento WO 01/00245 e Figs. 3A-D de Agus
et al., Cancer Cell 2: 127-37 (2002), por exemplo);
inibicdo da sinalizagdo a Jjusante no fluxo (tal como
inibicdo da fosforilagcdo de AKT dependente de HRG ou
inibicdo da fosforilacado de MAPK dependente de HRG ou TGFa)
(veja-se documento WO 01/00245 e Fig. 2C-D de Agus et al.,
Cancer Cell 2: 127-137 (2002), por exemplo). Pode-se também
determinar se o anticorpo inibe a dimerizacg¢d@o de HER por
meio de estudo do local de ligacdo a anticorpo e HERZ2, tal
como por meio de avaliacdo de estrutura ou modelo, como
estrutura de cristal, do anticorpo unido a HER2 (veja-se,
por exemplo, Franklin et al., Cancer Cell 5: 317-328
(2004) .

O anticorpo HERZ pode “inibir a fosforilacado de AKT
dependente de HRG” e/ou inibir “fosforilagdo de MARK
dependente de HRG ou TGFa” mais eficientemente (tal como
pelo menos duas vezes mails eficientemente) que Trastuzumab
(veja-se Agus et al., Cancer Cell 2: 127-137 (2002) e
documento WO 01/00245, por exemplo).

O anticorpo HER2 pode ser aqgquele gue “nado 1inibe a
divisdo de ectodominio de HER2” (Molina et al., Cancer Res.
6l: 4744-4749 (2001)).
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Um anticorpo HER2 que “se 1liga ao local de 1ligacgéao
heterodimérico” de HER2 liga-se a residuos no dominio II
(e, opcionalmente, também se liga a residuos em outro dos
dominios do dominio extracelular de HER2, tais como
dominios I e III) e pode obstruir estericamente, pelo menos
até certo ponto, a formacdo de heterodimero HER2-EGFR,
HER2-HER3 ou HER2-HER4. Franklin et al., Cancer Cell 5:
317-328 (2004), caraterizam a estrutura de cristal de HERZ2-
Pertuzumab, depositada no Banco de Dados de Proteinas RCSB
(Co6digo ID IS78), que ilustra exemplo de anticorpo que se
liga ao local de ligacdo heterodimérico de HER2.

Um anticorpo que “se liga ao dominio II” de HER2 liga-
se a residuos no dominio II e, opcionalmente, residuos em
outro(s) dominio(s) de HER2, tal(is) como dominios I e III.
Preferentemente, o anticorpo que se liga a dominio II liga-
se a juncédo entre os dominios I, II e III de HERZ2.

Um “agente inibidor de crescimento”, da forma
utilizada no presente documento, designa um composto ou
composigcdo que inibe o crescimento de uma célula,
especialmente célula cancerosa que expressa HER, seja 1in
vitro ou 1in vivo. Desta forma, o agente inibidor do
crescimento € aquele que reduz significativamente o
percentual de células que expressam HER em fase S. Exemplos
de agentes inibidores do crescimento incluem agentes dque
blogqueiam o progresso do ciclo celular (em local diferente
da fase S), tais como agentes que induzem a paragem de Gl e
a paragem da fase M. 0Os bloqueadores clédssicos da fase M
incluem as vincas (vincristina e vinblastina), taxanos e
inibidores topo II, tais como doxorubicina, epirubicina,
daunorubicina, etoposida e bleomicina. Os agentes que param
Gl também invadem a paragem da fase S, por exemplo, agentes
alquilantes de ADN, tais como tamoxifeno, prednisona,
dacarbazina, mecloretamina, cisplatina, metotrexato, 5-
fluorouracil e ara-C. Informacdes adicionals podem ser

encontradas em The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e
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Israel, eds., Capitulo 1, intitulado "Cell cycle
regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" por
Murakami et al. (WB Saunders: Filadélfia, 1995),

especialmente pag. 13.

Exemplos de anticorpos “inibidores do crescimento” sao
aqueles que se ligam a HER2 e inibem o crescimento de
células cancerosas que sobreexpressam HER2. Os anticorpos
HER2 inibidores do crescimento preferidos inibem o
crescimento de células de tumor de mama SK-BR-3 em cultura

Q. Q.

celular em mais de 20 % e, preferentemente, mais de 50 %
(tal como cerca de 50 % a cerca de 100 %) em concentracao
de anticorpos de cerca de 0,5 a 30 pg/ml, em que a inibicéao

z

do crescimento é determinada seis dias apds a exposicdo das
células SK-BR-3 ao anticorpo (veja-se a Patente US n°
5.677.171 emitida em 14 de Outubro de 1997). O teste de
inibicdo do crescimento de células SK-BR-3 é descrito em
mais pormenores naquela patente e abaixo no presente
documento. O anticorpo inibidor do crescimento preferido é
variante humanizada de anticorpo monoclonal murino 4D5, tal
como Trastuzumab.

Um anticorpo que “induz a apoptose” é aguele que induz
a morte celular programada, conforme determinado por meio
da ligacdo a anexina V, fragmentacdo de ADN, contragao
celular, dilatacdo do reticulo endoplasmético, fragmentacdo
celular e/ou formacdo de bolhas de membrana (denominadas
corpos apoptdticos). A célula ¢é normalmente aquela que
sobreexpressa o recetor de HER2. Preferentemente, a célula
& célula tumoral, tal como célula da mama, ovario,
estdmago, endométrio, glandula salivar, pulmdo, rim, cdlon,
tireoide, pancredtica ou da bexiga. In vitro, a célula pode
ser célula SK- BR-3, BT474, Calu 3, MDA-MB-453, MDA-MB-361
ou SKOV3. Diversos métodos sdo disponiveis para a avaliacao
dos eventos celulares associados a apoptose. A translocacgdo
de fosfatidil serina (PS), por exemplo, pode ser medida

pela ligacdo a anexina; a fragmentacdo de ADN pode ser
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avaliada por meio de escalas de ADN; e condensacao
nuclear/de cromatina Jjuntamente com fragmentacdo de ADN
pode ser avaliada por meio de qualquer aumento das células
hipodiploides. Preferentemente, o anticorpo qgque induz a
apoptose € aquele que resulta em cerca de duas a cinguenta
vezes, preferentemente cerca de cinco a cinguenta vezes e,
de preferéncia superior, cerca de dez a cingquenta vezes, a
indugdo da ligacdo a anexina com relagcdo a células néao
tratadas em ensaio de ligacdo a anexina utilizando células
BT474 (veja—-se a seguir). Exemplos de anticorpos HERZ2 que
induzem a apoptose sdao 7C2 e TF3.

O “epitopo 2C4” é a regido no dominio extracelular de
HER2 a qual se liga o anticorpo 2C4. Para selecionar
anticorpos que se liguem ao epitopo 2C4, pode-se realizar
teste bloqueador cruzado de rotina, tal como o descrito em
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow e David Lane (1988) .
Alternativamente, pode-se realizar o mapeamento de epitopos
para determinar se o anticorpo liga-se ao epitopo 2C4 de
HER2 utilizando métodos conhecidos na técnica e/ou pode-se
estudar a estrutura de anticorpo-HER2 (Franklin et al.,
Cancer Cell 5: 317-328 (2004)) para observar qual (is)
dominio(s) de HER2 é&(s&o) unido(s) pelo anticorpo. O
epitopo 2C4 compreende residuos do dominio II no dominio
extracelular de HER2. 2C4 e Pertuzumab ligam-se ao dominio
extracelular de HER2 na juncdo dos dominios I, II e III.
Franklin et al., Cancer Cell 5: 317-328 (2004).

O “epitopo 4D5” é a regido no dominio extracelular de
HER2 a qual se ligam o anticorpo 4D5 (ATCC CRL 10463) e
Trastuzumab. O epitopo estéd préximo do dominio
transmembrana de HER2 e dentro do Dominio IV de HER2. Para
selecionar anticorpos que se liguem ao epitopo 4D5, pode-se
realizar um teste bloqueador cruzado de rotina, tal como o
descrito em Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor Laboratory, Ed Harlow e David Lane (1988) .
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Alternativamente, pode-se realizar o mapeamento de epitopos
para determinar se o anticorpo se liga ao epitopo 4D5 de
HER2 (tal como qualgquer um ou mais residuos na regido de
perto do residuo 529 a cerca do residuo 625, inclusive; nas
Fig. 1).

O “epitopo 7C2/7F3” é a regido no terminal N, dentro
do Dominio I, do dominio extracelular de HER2 a qual se
ligam os anticorpos 7C2 e/ou 7F3 (cada qual depositado com
a ATCC, veja-se a seguir). Para selecionar anticorpos que
se liguem ao epitopo 7C2/7F3, pode-se realizar um teste
blogueador cruzado de rotina, tal como o descrito em
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow e David Lane (1988) .
Alternativamente, pode-se realizar mapeamento de epitopos
para determinar se o anticorpo se liga ao epitopo 7C2/7F3
de HER2 (tal como qualguer um ou mais residuos na regido de
perto do residuo 22 a cerca do residuo 53 de HER2 na Fig.
1).

“Tratamento” designa tratamento terapéutico e medidas
profildticas ou preventivas. Os necessitados de tratamento
incluem os que Jj& detém a doenca, bem como aqueles em que a
doenca deve ser evitada. Desta forma, o paciente a ser
tratado no presente documento pode haver sido diagnosticado
como portador da doengca ou pode ser predisposto ou
suscetivel a doenca.

Os termos “cancro” e “canceroso” designam ou descrevem
a condigdo fisioldgica em mamiferos que ¢é tipicamente
caraterizada pelo crescimento celular desregulado. Exemplos

de cancro incluem, mas sem se limitar a carcinoma, linfoma,

blastema (incluindo meduloblastoma e retinoblastoma),
sarcoma (incluindo lipossarcoma e sarcoma de células
sinoviais), tumores neuroenddcrinos (incluindo tumores

carcinoides, gastrinoma e cancro de células ilha),
mesotelioma, schwannoma (incluindo neuroma acustico),

meningioma, adenocarcinoma, melanoma e leucemia ou
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malignidades linfoides. Exemplos mais especificos desses
cancros incluem cancro de células escamosas (por exemplo,
cancro de células escamosas epiteliais), cancro do pulméo,
incluindo cancro do pulmdo de células peguenas, cancro do
pulmdo nd&o de células pequenas, adenocarcinoma do pulmio e
carcinoma escamoso do pulmé&o, cancro do periténio, cancro
hepatocelular, cancro géastrico ou estomacal, incluindo
cancro gastrointestinal, cancro pancredtico, glioblastoma,
cancro da cervical, cancro do ovario, cancro do figado,
cancro da bexiga, hepatoma, cancro de mama, cancro do
cdlon, cancro retal, cancro colo-retal, carcinoma uterino
ou endométrico, carcinoma das glandulas salivares, cancro
renal ou dos rins, cancro da préstata, cancro da vulva,
cancro da tireoide, carcinoma hepético, carcinoma anal,
carcinoma peniano, cancro dos testiculos, cancro do
esbfago, tumores do trato biliar, bem como cancro da cabeca
e do pescocgo.

O termo “quantidade eficaz” designa quantidade de
farmaco eficaz para o tratamento de cancro no paciente.
Quando a doenca for cancro, a gquantidade eficaz do féarmaco
pode reduzir o numero de células cancerosas; reduzir o
tamanho do tumor; inibir (isto €, reduzir a velocidade até
certo ponto e, preferentemente, suspender) a infiltracdo de
células cancerosas em 6rgaos periféricos; inibir (isto ¢,
reduzir até certo ponto e, preferentemente, suspender) a
metédstase tumoral; inibir, até certo ponto, o crescimento
de tumores; e/ou melhorar, até certo ponto, um ou mais dos
sintomas associados ao cancro. Desde que possa evitar o
crescimento de células cancerosas existentes e/ou matéd-las,
a farmaco pode ser citostdtica e/ou citotdxica. A
quantidade eficaz pode estender a sobrevivéncia livre de
progresso, resultar em reacao objetiva (incluindo reacéo
parcial, PR, ou reacao completa, CR), aumentar o tempo de
sobrevivéncia geral e/ou melhorar um ou mais sintomas de

cancro.
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Um “cancro que expressa HER2” é aquele que compreende
células gue contém proteina HER2 presente na sua superficie
celular.

Um cancro gque “sobreexpressa” um recetor de HER &
aquele que contém niveis significativamente mais altos de
recetor de HER, tal como HER2, na sua superficie celular,
em comparacgdo com célula nao cancerosa do mesmo tipo de
tecido. Essa sobreexpressao pode ser causada por
amplificagdo genética ou por maior transcrigdo ou tradugéo.
A sobreexpressao do recetor de HER pode ser determinada em
teste de diagndéstico ou progndstico, por meio da avaliacgdo
de niveis mais altos da proteina HER presentes sobre a
superficie de uma célula (por exemplo, por meio de teste de
imunohistogquimica; IHC). Alternativa, ou adicionalmente,
pode-se medir os niveis de 4cido nucleico codificador de
HER na célula, por exemplo, por meio de hibridizacdo in
situ fluorescente (FISH; veja-se documento WO 98/45479
publicada em OQutubro de 1998), Southern Blot ou técnicas de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), tais como PCR
gquantitativo em tempo real (RT-PCR). Pode-se também estudar
a sobreexpressdao do recetor de HER por meio da medicdo de
antigénio dividido (por exemplo, dominio extracelular de
HER) em fluido bioldégico tal como soro (veja-se, por
exemplo, a Patente US n® 4.933.294 emitida em 12 de Junho
de 1990; documento WO 91/05264 publicada em 18 de Abril de
1991; Patente US n°® 5.401.638 emitida em 28 de marco de
1995; e Sias et al., J. Immunol. Methods 132: 73-80
(1990)). Além dos testes acima, diversos outros testes 1in
vivo sdo disponiveis para os peritos na especialidade.
Pode-se, por exemplo, expor as células no corpo do paciente
a um anticorpo que seja opcionalmente marcado com marca
detetéavel, tal como isdétopo radioativo, e pode-se avaliar a
ligacdo do anticorpo a células do paciente, por exemplo,
por meio de varrimento externo para avaliacéo da

radicatividade ou de anédlise de Dbidpsia retirada de
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paciente exposto anteriormente ao anticorpo.

Por outro lado, um cancro gque “nao sobreexpressa
recetor de HER2” é aguele qgue ndo expressa niveis
significativamente acima dos niveis normais de recetor de
HER2 em comparac¢do com uma célula nao cancerosa do mesmo
tipo de tecido.

Um cancro qgue “sobreexpressa” um ligando de HER &
aquele que produz niveis significativamente mais altos
daquele ligando em comparagdo com célula ndo cancerosa do
mesmo tipo de tecido. Essa sobreexpressao pode ser causada
por amplificagdo genética ou por maior transcrigdo ou
traducdo. A sobreexpressao do ligando de HER pode ser
determinada por meio de diagndstico por avaliacgdo de niveis
do 1ligando (ou do 4&cido nucleico que o codifica) no
paciente, por exemplo, em bidépsia de tumores ou por meio de
vdrios testes de diagnéstico, tais como IHC, FISH, Southern
Blot, PCR ou ensaios in vivo descritos acima.

O termo “agente citotdéxico”, da forma utilizada no
presente documento, indica uma substidncia gque inibe ou
evita o funcionamento das células e/ou causa destruicdo das
células. A expressdo destina-se a incluir isdtopos
radioativos (tais como At?'Y, 1%, 1'%, Y, Re'®®, Re'®,
sm”?, Bi**?, P’ e isétopos radioativos de Lu), agentes
guimioterdpicos e toxinas tais como toxinas de moléculas
pequenas ou toxinas enzimaticamente ativas de origem
bacteriana, fungica, vegetal ou animal, incluindo seus
fragmentos e/ou variantes.

Um “agente quimioterapico” é um composto gquimico util
no tratamento de cancro. Exemplos de agentes
gquimioterdpicos incluem agentes alquilantes, tais como
tiotepa e ciclofosfamida (CYTOXAN®); sulfonatos de alquilo,
tais como busulfan, improsulfan e piposulfan; aziridinas,
tais como benzodopa, carbogquona, meturedopa e uredopa;
etilenoiminas e metilamelaminas, incluindo altretamina,

trietilenomelamina, trietilenofosforamida,
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trietilenotiofosforamida e trimetilolomelamina;
acetogeninas (especialmente Dbulatacin e Dbulatacinona);
delta-9- tetraidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®),; beta-

lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico;
camptotecin (incluindo o andlogo sintético topotecan
(HYCAMTIN®) , CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®) ,

acetilcamptotecin, escopolectin e 9-aminocamptotecin);

briostatin; calistatin; CC-1065 (incluindo os seus andlogos

sintéticos adozelesin, carzelesin e bizelesin);
podofilotoxina; acido podofilinico; teniposida;
criptoficinas (particularmente criptoficina 1 e
criptoficina 8); dolastatin; duocarmicin (incluindo os

andlogos sintéticos, KW-2189 e CB1-TM1); eleuterobin;
pancratistatin; sarcodictiin; espongistatin; mostardas de
nitrogénio tais como clorambucil, clornazafina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
cloridrato ¢xido de mecloretamina, melfalan, novembichin,
fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostarda de
uracil; nitrosureias tais como carmustina, clorozotocin,
fotemustina, lomustina, nimustina e ranimnustina;
antibidéticos tais como os antibidéticos de enediina (por
exemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gama
11 e caliqueamicina &mega 11 (veja-se, por exemplo, Agnew,
Chem. Intl. Ed. FEngl., 33: 183-186 (1994); dinemicin,
incluindo dinemicin A; esperamicin; bem Ccomo

neocarzinostatin cromoforo e cromoforos antibidéticos de

enediina cromoproteina relacionados), aclacinomisinas,
actinomicin, autramicin, azaserina, bleomicinas,
cactinomicin, carabicin, carminomicin, carzinofilin,

cromomicinas, dactinomicin, daunorubicin, detorubicin, 6-
diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicin (incluindo
ADRIAMYCIN®, morfolino-doxorubicin, cianomorfolino-
doxorubicin, 2-pirrolino-doxorubicin, injecdo de lipossoma
doxorubicin HCI (DOXIL®), doxorubicin lipossdmica TLC D-99
(MYOCET®), doxorubicin lipossdédmica peglilada (CAELYX®) e
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desoxidoxorubicin), epirubicin, esorubicin, idarubicin,

marcelomicin, mitomicinas tais como mitomicina C, 4&cido

micofendlico, nogalamicin, olivomicinas, peplomicin,
potfiromicin, puromicin, quelamicin, rodorubicin,
estreptonigrin, estreptozocin, tubercidin, ubenimex,
zinostatin, zorubicin; antimetabdlitos, tais como

metotrexato, gemcitabina (GEMZAR®), tegafur (UFTORAL®),
capecitabina (XELODA®), epotilona e 5-fluorouracil (5-FU);
andlogos de acido félico, tais como denopterin,
metotrexato, pteropterin, trimetrexato; andlogos de purina,
tais como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; andlogos de pirimidina, tais como ancitabina,
azacitidina, 6—azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina;
anti-adrenais, tais como aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; reabastecedor de &acido fdélico, tal como &acido
frolinico; aceglatona; aldofosfamido glicosideo; acido
aminolevulinico; eniluracil; amsacrina; bestrabucil;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina;
diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; etoglucideo;
nitrato de gdlio; hidroxiureia; lentinan; lonidainina;
maitansinoides, tais como maitansina e ansamitocinas;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitaerina;
pentostatin; fenamet; pirarubicin; losoxantrona; 2—-etil
hidrazida; procarbazina; complexo de polissacadrido PSK®
(JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxin;
sizofiran; espirogerménio; &cido tenuazénico; triaziquona;
2, 2", 2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente
toxina T-2, verracurin A, roridin A e anguidina); uretano;
dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
pipobroman; gacitosina; arabindsido (“Ara-C”); tiotepa;
taxoide, por exemplo, paclitaxel (TAXQOL®), formulacdo de
nanoparticulas elaborada com albumina de paclitaxel
(ABRAXANE™) e docetaxel (TAXOTERE®) ; clorambucil; 6—

tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; agentes de platina
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tais como cisplatina, oxaliplatina e carboplatina; vincas,
que evitam que a polimerizacgao de tubulina forme
microtubulos, incluindo vinblastina (VELBAN®), vincristina
(ONCOVIN®), vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®) e vinorelbina
(NAVELBINE®) ; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona;
leucovovin; novantrona; edatrexato; daunomicin;
aminopterina; ibandronato; 1nibidor da topoisomerase RFS
2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides, tais como
acido retinoico, incluindo bexarotene (TARGRETIN®) ;
bifosfonatos, tais como clodronato (por exemplo, BONEFOS®
ou OSTAC®) , etidronato (DIDROCAL®) , NE-58095, acido
zoledrdénico/zoledronato (ZOMETA®), alendronato (FOSAMAX®),
pamidronato (AREDIA®), tiludronato (SKELID®) ou risedronato
(ACTONEL®) ; troxacitabina (anadlogo de 1,3-dioxolano
nucleosideo citosina); oligonucledtidos sem sentido,
particularmente os que 1nibem a expressao de genes em
processos de sinalizacdo implicados em proliferacdo celular
aberrante, tais como PKC-alfa, Raf, H-Ras e recetor de
fator de crescimento epidérmico (EGF-R); vacinas tais como
vacina THERATOPE® e vacinas de terapéutica genética, tais
como vacina ALLOVECTIN®, vacina LEUVECTIN® e vacina VAXID®;
inibidor da topoisomerase 1 (tal como LURTOTECAN®); rmRH
(tal como ABARELIX®); BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-
11248 (Pfizer); perifosina, inibidor de COX-2 (tal como
celecoxib ou etoricoxib), inibidor de proteossomos (tal
como PS341); bortezomib (VELCADE®); CCI-779; tipifarnib
(R11577); orafenib, ABT510; inibidor de Bcl-2, tal como

oblimersen sédio (GENASENSE®); pixantrona; inibidores de
EGFR (veja-se definigcdo a seguir); inibidores de tirosina
guinase (veja-se definicdo a seguir); e sais, &cidos ou

derivados farmaceuticamente aceitéaveis de quaisquer dos
acima; bem como combinacdes de dois ou mais dos acima, tais
como CHOP, abreviacao de terapéutica combinada de
ciclofosfamida, doxorubicin, vincristina e prednisolona, e

FOLFOX, abreviacao de regime de tratamento com oxaliplatin
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(ELOXATIN™) combinada com 5-FU e leucovovin.

Também s&o incluidos nesta definicdo agentes anti-
hormonais que agem para regular ou 1inibir a ac¢do hormonal
sobre tumores tais como antiestrogénios com perfil
agonista/antagonista misturado, incluindo tamoxifen
(NOVALDEX®) , 4-hydroxytamoxifen, toremifeno (FARESTON®) ,
idoxifeno, droloxifeno, raloxifeno (EVISTA®), trioxifeno,
queoxifeno e moduladores recetores de estrogénios seletivos
(SERMs) , tais como  SERM3; antiestrogénios puros sem
propriedades agonistas, tais como fulvestrante (FASLODEX®)
e EM800 (esses agentes podem Dblogquear a dimerizacdo de
recetores de estrogénios (ER), inibir a 1ligagdo a ADN,
aumentar o rendimento de ER e/ou suprimir os niveis de ER);
inibidores da aromatase, incluindo inibidores da aromatase
esteroidais, tais como formestano e exemestano (AROMASIN®),
e 1inibidores da aromatase né&o esteroidais, tais como
anastrazol (ARIMIDEX®) , letrozol (FEMARA®) e
aminoglutetimida, e outros inibidores da aromatase que
incluem vorozol (RIVISOR®), acetato de megestrol (MEGASE®),
fadrozol, imidazol; agonistas de hormonas que liberam
hormonas luteinizantes, incluindo leuprolida (LUPRON® e
ELIGARD®), goserelin, buserelin e tripterelin; esteroides
sexuais, incluindo ©progestinas tais como acetato de
megestrol e acetato de medroxiprogesterona, estrogénios
tais Como dietilestilbestrol e premarin e
androgénios/retinoides tais como fluoximesterona, todo
acido transretidnico e feretinida; onapristona;
antiprogesteronas; reguladores para baixo de recetores
estrogénios (ERDs); antiandrogénios tais como flutamida,
nilutamida e bicalutamida; testolactona; e sails, &cidos ou
derivados farmaceuticamente aceitéaveis de quaisquer dos
acima; bem como combinacdes de dois ou mais dos acima.

Da forma utilizada no presente documento, a expressao
“farmaco dirigido a EGFR” indica um agente terapéutico que

se liga a EGFR e, opcionalmente, inibe a ativacao de EGFR.
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Exemplos desses agentes incluem anticorpos e moléculas
pequenas que se ligam a EGFR. Exemplos de anticorpos que se
ligam a EGFR incluem MAb 579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455
(ATCC CRL HB8507), MAb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC
CRL 8509) (veja—-se Patente US n°® 4.943.533, Mendelsohn et
al.) e suas variantes, tais como 225 quimerizado (C225 ou
Cetuximab; ERBUTIX®) e 225 humano remodelado (H225) (veja-
se documento WO 96/40210, Imclone Systems Inc.); IMC-11F8,
anticorpo dirigido a EGFR totalmente humano (Imclone);
anticorpos que unem EGFR mutante do tipo II (Patente US n°
5.212.290); anticorpos gquiméricos e humanizados que unem
EGFR conforme descrito na Patente US n°® 5.891.996; e
anticorpos humanos gque unem EGFR, tais como ABX-EGF ou
Panitumumab (veja-se documento WO 98/50433, Abgenix/Amgen);
EMD 55900 (Stragliotto et al., Fur. J. Cancer 32A: 636-640
(1996)); EMD7200 (matuzumab), anticorpo EGFR humanizado
dirigido contra EGFR que compete com EGF e TGF-alfa pela
ligagdo a EGFR (EMD/Merck); anticorpo EGFR humano, HuMax-
EGFR (GenMab); anticorpos totalmente humanos conhecidos
como El1.1, E2.4, E2.5, E6.2, E6.4, E2.11, E6.3 e E7.6.3 e
descritos em US 6.235.883; MDX-447 (Medarex Inc.); e mAb
806 ou mAb 806 humanizado (Johns et al., J. Biol. Chem. 279
(29): 30375-30384 (2004)). O anticorpo anti- EGFR pode ser
conjugado com um agente citotdxico, de forma a gerar um
imunoconjugado (veja-se, por exemplo, documento EP 659.439
A2, Merck Patent GmbH). Os antagonistas de EGFR incluem
moléculas pegquenas tais como os compostos descritos nas
Patentes US n°® 5.616.582, 5.457.105, 5.475.001, 5.654.307,
5.679.683, 6.084.095, 6.265.410, 6.455.534, 6.521.620,
6.596.726, 6.713.484, 5.770.599, 6.140.332, 5.866.572,
6.399.602, 6.344.459, 6.602.863, 6.391.874, 6.344.455,
5.760.041, 6.002.008 e 5.747.498, bem como as publicacdes
PCT a seguir: documento WO 98/14451, documento WO 98/50038,
documento WO 99/09016 e W099/24037. Antagonistas de EGFR de

moléculas pequenas especificos incluem 0SI-774 (CP-358774,
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erlotinib, TARCEVA® Genentech/0SI Pharmaceuticals); PD
183805 (Cl 1033, 2-propenamida, dicloridrato de N-[4- [(3-
cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[3-(4-morfolinil)propoxi]—-6-—
quinazolinil]-, Pfizer 1Inc.); 2ZD1839, gefitinib (IRESSA™)
4-(3"-cloro—-4’-fluorcanilino)-7-metoxi-6—(3-
morfolinopropoxi)quinazolina, AstraZeneca); ZM 105180 ((6-
amino-4-(3- metilfenil-amino)-gquinazolina, Zeneca); BIBX-
1382 (N8-(3-cloro-4-fIuoro-fenil)- N2-(l-metil-piperidin-4-

il) -pirimido[5,4-d]pirimidino-2, 8-diamina, Boehringer
Ingelheim) ; PKI-166 ((R)y=4-[4-[(1-feniletil)amino]—-1H-
pirrolo[2,3-d]lpirimidin-6-il1]- fenol) ; (R)—6—(4-
hidroxifenil)-4-[(l-feniletil)amino]-7H-pirrolol[2, 3-

dlpirimidina) ; CL-387785 (N=[4-[ (3-bromofenil)amino]-6-
quinazolinil]-2-butinamida); EKB-569 (N-[4-[ (3-cloro—-4-

fluorofenil)amino]-3-ciano-7-etoxi-6-quinolinil]—-4-
(dimetilamino)—- 2-butenamida) (Wyeth) ; AG1478 (Sugen) ;
AG1571 (SU 5271; Sugen); 1inibidores de tirosina qguinase
EGFR/HER2 duplos, tais como lapatinib (GW 572016 ou N-[3-
cloro—-4-[(3-
fluorofenil)metoxi]fenil]6[5[[[2metilsulfonil)etil]amino]me
til]-2-furanil]-4- quinazolinamina; Glaxo-SmithKline) ou
cianoguanidina quinazolina e derivados de cianoguanidina
gquinazolina.

“Inibidor da tirosina quinase” ¢é molécula que inibe,
até certo ponto, a atividade de tirosina guinase de
tirosina quinase tal como recetor de HER. Exemplos desses
inibidores incluem os farmacos dirigidos a EGFR observadas
no paragrafo anterior; inibidor de tirosina quinase de HER2
de moléculas pequenas, tal como TAK165 disponivel por meio
da Takeda; CP- 724.714, inibidor seletivo oral da tirosina
quinase recetora de ErbB2 (Pfizer e 0SI); inibidores de HER
duplos tais como EKB-569 (disponivel por meio da Wyeth) que
liga preferentemente EGFR mas inibe células que
sobreexpressam HER2 e EGFR; lapatinib (GW572016; disponivel

por meio da Glaxo-SmithKline, inibidor de tirosina quinase
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HER2 e EGFR oral; PKI-166 (disponivel por meio da
Novartis); inibidores pan-HER tais como canertinib (Cl-
1033; Pharmacia); inibidores de Raf-1 tais como agente sem
sentido ISIS-5132 disponivel por meio da ISIS
Pharmaceuticals, que inibe a sinalizacéao de Raf-1;
inibidores de TK ndo dirigidos por HER tais como mesilato
de Imatinib (GLEEVAC®) disponivel por meio da Glaxo;
inibidor de quinase I regulado extracelular MAPK CI-1040
(disponivel por meio da Pharmacia); quinazolinas, tais como
PD 153035,4-(3-clorocanilino) gquinazolina;
piridopirimidinas; pirimidopirimidinas; pirrolopirimidinas,
tais como CGP 59320, CGP 60261 e CGP 62706;
pirazolopirimidinas, 4-(fenilamino)-7H-pirrolo[2, 3-
d]pirimidinas; curcumina (diferuloil metano, 4,5-bis (4-
fluorocanilino) ftalimida); tirfostinas que contém porcgdes
nitrotiofeno; PD-0183805 (Warner—-Lamber); moléculas sem
sentido (tais como as que se ligam a &cido nucleico
codificador de HER) ; quinoxalinas (Patente Us n°
5.804.396); trifostinas (Patente US n° 5.804.396); D6474
(Astra Zeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); inibidores
pan-HER, tais como CI-1033 (Pfizer); Affinitac (ISIS 3521;
Isis/Lilly); mesilato de Imatinib (Gleevac; Novartis); PKI
166 (Novartis) ; GWw2016 (Glaxo SmithKline) ; CI-1033
(Pfizer); EKB-569 (Wyeth) ; Semaxinib (Sugen) ; 7zD6474
(AstraZeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); INC-1C11
(Imclone); cianoguanidina guinazolina e derivados de
cianoamidino quinazolamina; ou conforme descrito em
qualquer das publicacdes de patentes a seguir: Patente US
n® 5.804.396; documento WO 99/09016 (American Cyanamid);
documento WO 98/43960 (American Cyanamid); documento WO
97/38983 (Warner Lambert); documento WO 99/06378 (Warner
Lambert); documento WO 99/06396 (Warner Lambert); documento
WO 96/30347 (Pfizer, Inc); documento WO 96/33978 (Zeneca);
documento WO 96/3397 (Zeneca) ; documento WO 96/33980
(Zeneca); e documento US2005/0101617.
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Um “agente anti-angiogénico” designa um composto que
blogueia ou interfere, até certo grau, no desenvolvimento
de vasos sanguineos. O fator anti-angiogénico pode ser, por
exemplo, uma molécula pequena ou anticorpo que se liga a
fator de crescimento ou recetor de fator de crescimento
envolvido na promogcdo da angiogénese. O fator anti-
angiogénico preferido do presente € um anticorpo que se
liga ao Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF),
tal como Bevacizumab (AVASTIN®) .

O termo “citoquina” é termo genérico para proteinas
libertadas por uma populacgido celular gque agem sobre outra
célula como mediadores intercelulares. Exemplos dessas
citoquinas sdo linfoquinas, monoquinas e hormonas de
polipéptidos tradicionais. Encontram-se incluidos entre as
citoguinas hormonas do crescimento, tais como hormona do
crescimento humano, hormona do <crescimento humano N-
metionilo e hormona do crescimento bovino; hormona
paratiroide; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina;

pré-relaxina; hormonas de glicoproteinas tais como hormona

estimulante dos foliculos (FSH), hormona estimulante da
tireoide (TSH) e hormona luteinizante (LH) ; fator do
crescimento hepéatico; fator de crescimento dos

fibroblastas; prolactina; lactogénio da placenta; fator de
necrose tumoral o e p; substéncia inibidora mulleriana;
péptido associado a gonadotropina de ratinhos; inibina;
activina; fator de crescimento endoteliano vascular;
integrina; trombopoietina (TPO); fatores de crescimento dos
nervos tais como NGF-{3; fator de crescimento das plaquetas,
fatores de crescimento de transformacdo (TGFs) tais como
TGF-a e TGF-B; fator de crescimento similar a insulina I e
II; eritropoietina (EPO) ; fatores osteoindutivos;
interferdes, tais como interferédo-a, P e v; fatores
estimulantes de colonias (CSFs) tais como macréfago-CSEF (M-
CSF); granuldécito-macréfago-CSEF (GM-CSF); e granuldcito-CSF
(G-CSF); interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-1la, IL-2,
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1.-3, 1.-4, 1L-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-
12; fator de necrose tumoral tal como TNF-o ou TNF-{3; e
outros fatores de polipéptidos que incluem LIF e ligando
kit (KL). Da forma utilizada no presente documento, o termo
citoquina inclui proteinas de fontes naturais ou de cultura
celular recombinante e equivalentes biologicamente ativos

das citoquinas de sequéncia nativa.

II. Composigdes Variantes de Anticorpo HER2

A  presente invencéao refere-se a composicéao de
anticorpo HER2 como definido nas reivindicacgdes.

A  presenca da extensdo lider amino-terminal na
composicdo pode ser detetada por meio de varios métodos
analiticos que incluem, mas sem se limitar a anédlise de
sequéncias N-terminais, teste de heterogeneidade de carga
(tal como cromatografia de permuta de catiodes ou
eletroforese da zona capilar), espetrometria de massa etc.
A quantidade da variante de anticorpo na composicéo
geralmente varia de quantidade que constitui o limite de
detecdo inferior de qualgquer teste (preferentemente andlise
de permuta de catides) utilizado para detetar a variante em
quantidade menor gue a quantidade do anticorpo de espécie
principal.

De 5 % a cerca de 15 %, preferentemente cerca de 8 % a
cerca de 12 %) das moléculas de anticorpos na composicgao
compreendem extensdo lider amino-terminal. Esses valores
percentuais sdo preferentemente determinados utilizando
andlise de permuta de catides.

Além da variante de extensdo lider amino-terminal,
alteracdes de sequéncias de amincacidos adicionais do
anticorpo de espécie principal e/ou variante sao
contempladas, incluindo mas sem se limitar a anticorpo que
compreende residuo de lisina C-terminal sobre uma ou as

suas duas cadeias pesadas (essa variante de anticorpo pode
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estar presente em quantidade de cerca de 1 % a cerca de 20
%), variante de anticorpo desamidada (tal como em que Asn-
386 e/ou Asn-391 sobre uma ou duas cadeias pesadas de
Pertuzumab sao desamidadas), anticorpo com um ou mais
residuos de metionina oxidados (tal como Pertuzumab que
compreende met-254 oxidado) etc.

Além disso, o anticorpo de espécie principal pode
compreender ainda variacdes de glicosilagao, cujos exemplos
nao limitadores incluem anticorpo que compreende estrutura
de oligossacarido Gl ou G2 ligada a sua regido Fc,
anticorpo que compreende fracdo de hidrato de carbono
ligada a uma de suas cadeias leves (tal como uma ou duas
fragcbes de hidrato de carbono, tais como glicose ou
galactose, ligadas a uma ou duas cadeias leves do
anticorpo, tais como ligadas a um ou mais residuos de
lisina), anticorpo que compreende uma ou duas cadeias
pesadas nao glicosiladas ou anticorpo que compreende
oligossacarido sialidado 1ligado a wuma ou duas cadeias
pesadas do mesmo etc.

Além disso, a presente invencédo proporciona anticorpo
que compreende uma ou duas cadeias leves, em gque uma ou as
duas cadeias leves compreendem a sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID N° 23. Este anticorpo compreende ainda uma ou
duas cadeias pesadas, em gque uma ou as duas cadeias pesadas
compreendem a sequéncia de aminodcidos na SEQ ID N° 16 ou
na SEQ ID N° 24 (ou suas variantes desamidadas e/ou
oxidadas) .

A composicédo pode ser recuperada a partir de linha
celular elaborada geneticamente, tal como linha de células
de Ovario de Hamster Chinés (CHO) que expressam O anticorpo
HER2, ou pode ser preparada por meio de sintese de

péptidos.
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IITI. Produgdo de Anticorpos HER2

Segue-se uma descricdo de exemplos de técnicas de
producao dos anticorpos utilizados de acordo com a presente
invencdo. O antigénio HER2 a ser utilizado para a producéo
de anticorpos pode ser, por exemplo, forma soluvel do
dominio extracelular de HER2 ou uma de suas partes que
contém o epitopo desejado. Alternativamente, células dque
expressam HER2 na sua superficie celular (por exemplo,
células NIH-3T3 transformadas para sobreexpressar HERZ; ou
linha de células de carcinoma tais como células SK-BR-3,
veja-se Stancovski et al., PNAS (USA) 88: 8691-8695
(1991)), podem ser utilizadas para gerar anticorpos. Outras
formas de HER2 Uteis para a geracdo de anticorpos serdo

evidentes para os peritos na especialidade.

(i) Anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais sdo preferentemente elevados
em animais por meio de injecdes subcutdneas (sc) ou
intraperitoneais (ip) do antigénio relevante e um
adjuvante. Pode ser util conjugar o antigénio relevante a
uma proteina gque seja imunogénica na espécie a ser
imunizada tal como hemocianina de conchas, albumina de
soro, tiroglobulina bovina ou inibidor de tripsina de soja,

utilizando agente bifuncional ou derivatizante, tal como

éster maleimidobenzoil sufossuccinimida (conjugacdo por
meio de residuos de cisteina), N-hidroxissuccinimida (por
meio de residuos de lisina), glutaraldeido, anidrido

succinico, S0Cl, ou R'N=C=NR, em que R e R' sao grupos
alquilo diferentes.

Os animais sao imunizados contra o antigénio,
conjugados imunogénicos ou derivados por meio de
combinagdo, por exemplo, de 100 pg ou 5 pg da proteina ou

conjugado (para coelhos ou ratinhos, respetivamente) com
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trés volumes de adjuvante completo de Freund e injecdo da
solugdo de forma intradérmica em diversos locais. Um més
mais tarde, os animais sdo incentivados com 1/5 a 1/10 da
quantidade original de péptido ou conjugado em adjuvante
completo de Freund, por meio de injecdo subcutédnea em
diversos locais. Sete a 14 dias mais tarde, o0s animais séao
sangrados e 0 soro é testado para determinar a titulacédo de
anticorpos. Os animais sdo incentivados até a estabilizacéo
do titulo. Preferentemente, o animal ¢é incentivado com o
conjugado do mesmo antigénio, mas conjugado a uma proteina
diferente e/ou por meio de reagente de reticula diferente.
Os conjugados podem também ser elaborados em cultura

celular recombinante, na forma de fusdes de proteinas. Além

disso, agentes agregantes tais como altmen sao
adequadamente utilizados para aumentar a reacgao
imunoldgica.

(ii) Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais sao obtidos a partir de
populacdo de anticorpos substancialmente homogéneos, ou
seja, 0s anticorpos individuais gue compreendem a populacio
sdo idénticos e/ou ligam-se ao mesmo epitopo, exceto por
possiveis variantes que podem surgir durante a producdo do
anticorpo monoclonal, tais como as variantes descritas no
presente documento. Desta forma, o adjetivo "“monoclonal”
indica a carateristica do anticorpo como n&o sendo uma
mistura de anticorpos discretos.

Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos, por
exemplo, utilizando o método de hibridoma descrito pela
primeira vez por Kohler et al., Nature 256: 495 (1975) ou
podem  ser fabricados por meio de métodos de ADN
recombinante (Patente US n°® 4.816.567).

No método de hibridoma, ratinho ou outro animal

hospedeiro apropriado, tal como hamster, € imunizado na

47



EP1771482B1

forma descrita acima para gerar linfdcitos que produzem ou
sao capazes de produzir anticorpos que se ligam
especificamente a ©proteina wutilizada para imunizacéo.
Alternativamente, os linfécitos podem ser imunizados 1in
vitro. Os linfdécitos sdo fusionados em seguida a células de
mieloma, utilizando agente de fusado apropriado, tal como
polietileno glicol, para formar urna célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
padgs. 59-103 (Academic Press, 1986)).

As células de hibridoma preparadas desta forma séao
semeadas e cultivadas em meio de cultura apropriado que
contém preferentemente uma ou mais substéncias gque inibem o
crescimento ou a sobrevivéncia das células de mieloma
parentais ndo fusionadas. Caso as células de mieloma
parentais nado contenham a enzima hipoxantina guanina
fosforibosil transferase (HGPRT ou HPRT), por exemplo, O
meio de cultura para os hibridomas incluird tipicamente
hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT) ,
substaincias que evitam o crescimento de células com
deficiéncia de HGPRT.

As células de mieloma preferidas sdo aquelas que se
fundem eficientemente, apoiam a producdo estdvel em alto
nivel de anticorpos pelas células produtoras de anticorpos
selecionadas e sdo sensiveis a meio tal como meio HAT.
Dentre estas, as linhas celulares de mieloma preferidas séo
linhas de mieloma murino, tais como as derivadas de tumores
de ratinhos MOPC-21 e MPC-11 disponiveis por meio do Salk
Institute Cell Distribution Center, San Diego, Califdérnia,
Estados Unidos, e células SP-2 ou X63-Ag8-653 disponiveis
por meio da Colegdo Americana de Culturas Celulares,
Rockville, Maryland, EUA. Linhas celulares de mieloma
humano e heteromieloma humano de ratinhos também foram
descritas para a produgado de anticorpos monoclonais humanos
(Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); e Brodeur et al.,

Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
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pédgs. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, 1987)).

O meio de cultura no qual as células de hibridoma
estdo crescendo é testado para determinar a producdo de
anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigénio.
Preferentemente, a especificidade de ligacdo a anticorpos
monoclonais  produzidos por células de hibridoma é
determinada por meio de imunoprecipitacdoc ou de ensaio de
ligagdo in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio
imunoabsorvente ligado a enzimas (ELISA).

A afinidade de 1ligacdo do anticorpo monoclonal pode
ser determinada, por exemplo, por meio da andlise Scatchard
de Munson et al., Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Apds a identificacdo de células de hibridoma que
produzem anticorpos com a especificidade, afinidade e/ou
atividade desejada, os clones podem ser subclonados por
meio da limitacd&o de procedimentos de diluicdo e cultivados
por meio de métodos padrdo (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, pags. 59-103 (Academic Press,
1986)). Os meios de cultura apropriados para este propdsito
incluem, por exemplo, meio D-MEM ou RPMI-1640. Além disso,
as células de hibridoma podem ser cultivadas in vivo na
forma de tumores de ascite em animal.

Os anticorpos monoclonais segregados pelos subclones
sdo adequadamente separados do meio de cultura, fluido de
ascite ou soro por meio de procedimentos convencionais de
purificacdo de anticorpos, tais como proteina A Sepharose,
cromatografia de hidroxilapatita, eletroforese de gel,
didlise ou cromatografia de afinidade.

ADN que codifica 0s anticorpos monoclonais é
facilmente isolado e sequenciado utilizando-se
procedimentos convencionais (empregando, por exemplo,
sondas de oligonucledétidos que s&o capazes de ligar-se
especificamente a genes que codificam as cadeias leve e
pesada de anticorpos murinos). As células de hibridoma

servem de fonte preferida desse ADN. Uma vez isolado, o ADN
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pode ser colocado em vetores de expressdao, Jque sao
transfectados em seguida em células hospedeiras tais como
células de E. coli, células de COS de simios, células de
Ovdrio de Hamster Chinés (CHO) ou células de mieloma qgue,
de outra forma, né&o produzem proteina de anticorpo, para
obter a sintese de anticorpos monoclonais nas células
hospedeiras recombinantes. Os artigos de andlise sobre a
expressdo recombinante em bactérias de ADN que codificam o
anticorpo incluem Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol.,
5: 256-262 (1993) e Pluckthun, Immunol. Revs., 130: 151-188
(1992) .

Numa forma de realizacéo adicional, anticorpos
monoclonais ou fragmentos de anticorpos podem ser isolados
a partir de bibliotecas de fagos de anticorpos geradas
utilizando as técnicas descritas em McCafferty et al.,
Nature, 348: 552- 554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:
624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597
(1991) descrevem o isolamento de anticorpos humanos e
murinos, respetivamente, utilizando bibliotecas de fagos.
Publicacdbes subsequentes descrevem a producgcdo de anticorpos
humanos de alta afinidade (intervalo de nM) por meio de
mistura de cadeias (Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-
783 (1992)), bem como infec¢des combinatdérias e recombinacgdo
in vivo, como estratégia para a construcdo de bibliotecas
de fagos muito grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids Res.,
21: 2265-2266 (1993)). Desta forma, essas técnicas sao
alternativas vidveis ©para técnicas de hibridoma de
anticorpos monoclonais tradicionais para o 1isolamento de
anticorpos monoclonais.

O ADN pode também ser modificado, por exemplo, por
meio de substituicdo da sequéncia de codificacdo por
dominios constantes de cadeia leve e cadeia pesada humana
no lugar das sequéncias murinas homélogas (Patente US n°
4,.816.567; e Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
8l: 6851 (1984)), ou por meio de 1ligacdo covalente da
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sequéncia de codificacdo de imunoglobulina com a sequéncia
de codificacd&o para um polipéptido ndo de imunoglobulina,
no todo ou em parte.

Tipicamente, esses polipéptidos ndo de imunoglobulina
sdo substituidos pelos dominios constantes de um anticorpo
ou sdo substituidos pelos dominios varidveis de um local de
combinacdo de antigénios de um anticorpo para criar um
anticorpo bivalente gquimérico gque compreende um local de
combinacdo de antigénios que possui especificidade para um
antigénio e outro local de combinacdo de antigénios que

possuil especificidade para um antigénio diferente.

(iii) Anticorpos humanizados

Métodos de humanizacdo de anticorpos ndo humanos foram
descritos na técnica. Preferentemente, um anticorpo
humanizado contém um ou mais residuos de aminocdcidos nele
introduzidos a partir de uma fonte que ndo é humana. Estes
residuos de aminocdcidos ndo humanos sdo fregquentemente
denominados residuos “importados”, que sao tomados
tipicamente de dominio varidvel “importado”. A humanizacéo
pode ser essencialmente realizada seguindo-se o método de
Winter e colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525
(1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), por meio
de substituicdo de sequéncias de regides hipervaridveis
pelas sequéncias correspondentes de anticorpo humano.
Consequentemente, esses anticorpos “humanizados” sao
anticorpos quiméricos (Patente US n°® 4.816.567), em que
substancialmente menos de um dominio varidvel humano intato
foi substituido pela sequéncia correspondente de espécie
ndo humana. Na préatica, os anticorpos humanizados séao
tipicamente anticorpos humanos nos quais alguns residuos de
regides hipervaridveis e possivelmente alguns residuos de

FR sé&o substituidos por residuos de locais andlogos em

51



EP1771482B1

anticorpos de roedores.

A selecdo de dominios wvaridveis humanos, tanto leves
quanto pesados, a serem utilizados no fabrico dos
anticorpos humanizados € muito importante para reduzir a
antigenicidade. De acordo com o chamado método de “melhor
adequacédo”, a sequéncia do dominio varidvel de um anticorpo
de roedor ¢é selecionada em comparacdo com toda a biblioteca
de sequéncias de dominio wvaridvel humanas conhecidas. A
sequéncia humana que é a mais prdxima da do roedor & aceita
como a regido de estrutura humana (FR) para o anticorpo
humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993);
Chothia et al., J. Mol. Biol., 19%96: 901 (1987)). Outro
método utiliza uma regido de estrutura especifica derivada
da sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de
um subgrupo especifico de cadeias leves ou pesadas. A mesma
estrutura pode ser utilizada ©para varios anticorpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:
2623 (1993)).

E adicionalmente importante que os anticorpos sejam
humanizados com retencdo de alta afinidade para o antigénio
e outras propriedades bioldgicas favordveis. Para atingir
este objetivo, de acordo com método preferido, anticorpos
humanizados sdo preparados por meio de processo de andlise
das sequéncias parentais e diversos produtos humanizados
conceituais, utilizando modelos tridimensionais das
sequéncias parental e humanizada. Modelos de imunoglobulina
tridimensionais sdo comumente disponiveis e familiares para
0s peritos na especialidade. Sao disponiveis programas de
computador que ilustram e exibem estruturas conformacionais
tridimensionais provaveis de possiveis sequéncias de
imunoglobulina selecionadas. A 1inspecdo destas exibicdes
permite a andlise do papel provdvel dos residuos no
funcionamento da possivel sequéncia de imunoglobulina, ou

seja, a andlise de residuos que influenciam a capacidade da
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possivel imunoglobulina de wunir o seu antigénio. Desta
forma, 0s residuos de FR podem ser selecionados e
combinados a partir das sequéncias recetora e importada
para atingir a carateristica de anticorpo desejada, tal
como maior afinidade para o(s) antigénio (8) alvo.
Geralmente, os residuos da regid&o hipervaridvel estéo
diretamente e mais substancialmente envolvidos na
influéncia da ligacdo a antigénios.

0O documento WO 01/00245 descreve a produgdo de
exemplos de anticorpos HERZ2 humanizados que se ligam a HER2
e bloqueiam a ativacado de ligandos de recetor de HER. O
anticorpo humanizado de interesse especifico no presente
documento bloqueia a ativacdo mediada por EGF, TGF-oa e/ou
HRG de MAPK de forma essencialmente tdo eficiente guanto
anticorpo monoclonal murino 2C4 intato (ou seu fragmento de
Fab) e/ou liga-se a HER2 de forma essencialmente té&o
eficiente quanto anticorpo monoclonal murino 2C4 intato (ou
seu fragmento de Fab). O anticorpo humanizado do presente
documento pode compreender, por exemplo, residuos de
regides hipervaridveis ndo humanas incorporados a um
dominio pesado variavel humano e pode compreender
adicionalmente uma substituicdo de regido de estrutura (FR)
em posicdo selecionada a partir do grupo que consiste em
69H, 71H e 73H, utilizando o sistema de numeracao de
dominios varidveis estabelecido em Kabat et al., Sequences
ofProteins of Immunological Interest, quinta edicédo, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda MD
(1991) . Numa forma de realizacao, o anticorpo humanizado
compreende substituicdes FR em duas ou todas as posicgdes
69H, 71H e 73H.

Um exemplo de anticorpo humanizado de 1interesse no
presente documento compreende os residuos de determinacéo
de complementaridade pesados varidveis GFTFTDYTMX, em que X
é preferentemente D ou S (SEQ ID N° 7), DVNPNSGGSIYNQRFKG
(SEQ ID N° 8) e/ou NLGPSFYFDY (SEQ ID N° 9), que
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compreendem opcionalmente modificagdes de aminoacidos
desses residuos de CDR, por exemplo, em que as modificacgdes
essencialmente mantém ou aumentam a afinidade do anticorpo.
A variante de anticorpo de interesse, por exemplo, pode
conter cerca de um a cerca de sete ou cerca de cinco
substituicbdes de aminodcidos nas sequéncias de CDR pesadas
variadveis acima. Essas variantes de anticorpos podem ser
preparadas por meio de amadurecimento por afinidade, por
exemplo, conforme descrito abaixo. O anticorpo humanizado
de maior preferéncia compreende a sequéncia de aminodcidos
pesada variavel na SEQ ID N° 4.

O anticorpo humanizado pode compreender residuos de
determinacao de complementaridade leves variaveis
KASQDVSIGVA (SEQ ID N° 10); SASYX'X’X’, em que X' &
preferentemente R ou 1, X% é preferentemente Y ou E e x® &
preferentemente T ou S (SEQ ID N° 11); e/ou QQYYIYPYT (SEQ
ID N° 12), por exemplo, além dos residuos de CDR de dominio
pesado variadvel no paradgrafo anterior. Esses anticorpos
humanizados compreendem opcionalmente modificacdes de
aminodcidos dos residuos de CDR acima, por exemplo, em que
as modificagbdes essencialmente mantém ou aumentam a
afinidade do anticorpo. A variante de anticorpo de
interesse, por exemplo, pode conter cerca de um a cerca de
sete ou cerca de cinco substituicdes de aminodcidos nas
sequéncias de CDR leve variavel acima. Essas variantes de
anticorpos podem ser preparadas por meio de amadurecimento
por afinidade, por exemplo, conforme descrito abaixo. O
anticorpo humanizado de maior preferéncia compreende a
sequéncia de aminocdcidos leve varidvel em SEQ ID N° 3.

0 presente pedido também contempla anticorpos
amadurecidos por afinidade que se ligam a HER2 e blogueiam
a ativacdo de 1ligandos de recetor de HER. O anticorpo
parental pode ser anticorpo humano ou anticorpo humanizado,
tal como um gue compreenda as sequéncias leve variavel e/ou

pesada varidvel das SEQ ID N° 3 e 4, respetivamente (isto
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é, variante 574). 0O anticorpo amadurecido por afinidade
preferentemente liga-se ao recetor de HERZ2 com afinidade
superior a de 2C4 murino intato ou variante 574 intata (tal
como afinidade cerca de duas ou cerca de quatro vezes a
cerca de cem vezes ou cerca de mil vezes maior, tal como
conforme determinado utilizando ELISA de dominio
extracelular-HER2 (ECD)). Exemplos de residuos de CDR
pesada varidveis para substituicdo incluem H28, H30, H34,
H35, H64, H96, H99 ou combinacbdes de dois ou mais (tais
como dois, trés, quatro, cinco, seis ou sete desses
residuos). Exemplos de residuos de CDR leve varidveis para
alteracao incluem L28, L50, L53, L56, L91, L92, L93, L94,
L96, L97 ou combinagcdes de dois ou mais (tais como dois a
trés, quatro, cinco ou até cerca de dez desses residuos).
Sdo contempladas varias formas do anticorpo humanizado
ou anticorpo amadurecido por afinidade. O anticorpo
humanizado ou anticorpo amadurecido por afinidade, por
exemplo, pode ser fragmento de anticorpo, tal como Fab, que
é opcionalmente conjugado com um ou mais agentes
citotdxicos, a fim de gerar imunoconjugado.
Alternativamente, 0 anticorpo humanizado ou anticorpo
amadurecido por afinidade pode ser anticorpo intato, tal

como anticorpo IgGl intato.

(iv) Anticorpos humanos

Como alternativa para a humanizacdo, podem ser gerados
anticorpos humanos. E agora possivel produzir, por exemplo,
animais transgénicos (tais como ratinhos) gque sao capazes,
mediante imunizacdo, de produzir repertdério completo de
anticorpos humanos na auséncia da producao de
imunoglobulina enddégena. Descreveu-se, por exemplo, Jque a
exclusdo homozigdética do gene da regido de ligacdo a cadeia
pesada de anticorpos (Jy) em ratinhos quiméricos e mutantes

de linha germinal resulta na inibig¢do completa da produgdo
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de anticorpos enddgenos. A transferéncia do conjunto de
genes de imunoglobulina da linha germinal humana nesses
ratinhos com mutacdo da linha germinal resultard na
producado de anticorpos humanos mediante desafio com
antigénios. Veja-se, por exemplo, Jakobovits et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al.,
Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al., Year 1in
Immuno., 7: 33 (1993); e Patentes US n°® 5.591.669,
5.589.369 e 5.545.807.

Alternativamente, pode-se utilizar tecnologia de
exibicdo de fagos (McCafferty et al., Nature 348: 552-553
(1990)) para produzir anticorpos humanos e fragmentos de
anticorpos 1in vitro a partir de repertdérios de genes de
dominio wvariavel (V) de imunoglobulina de dadores néo
imunizados. De acordo com esta técnica, o0s genes de dominio
V de anticorpos sdo clonados em guadro num gene de proteina
de revestimento maior ou menor de bacteridéfago filamentoso,
tal como M13 ou fd, e exibidos na forma de fragmentos de
anticorpos funcionais sobre a superficie da particula de
fago. Como a particula filamentosa contém uma cdépia de ADN
de cadeia simples do genoma de fago, as selec¢des baseadas
nas propriedades funcionais do anticorpo também resultam na
selecdo do gene codificador do anticorpo que exibe essas
propriedades. Assim, o fago imita algumas das propriedades
da célula B. A exibicdo de fagos pode ser realizada numa
série de formatos; para sua andlise, veja-se, por exemplo,
Johnson, Kevin S. e Chiswell, David J., Current Opinion 1in
Structural Biology 3: 564-571 (1993). Diversas fontes de
segmentos de gene V podem ser utilizadas para exibicdo do
fago. Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) isolaram
um conjunto diverso de anticorpos anti-oxazolona a partir
de pequena biblioteca combinatéria aleatdéria de genes V
derivados de bagos de ratinhos imunizados. Um repertdério de
genes V de dadores humanos ndo imunizados pode @ser

construido e anticorpos para um conjunto diverso de
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antigénios (incluindo autocantigénios) podem ser isolados
seguindo-se essencialmente as técnicas descritas por Marks
et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), ou Griffith et
al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). Veja—-se também as Patentes
US n® 5.565.332 e 5.573.905.

Anticorpos humanos podem também ser gerados por
células B ativadas in vitro (veja—-se as Patentes US n°
5.567.610 e 5.229.275).

Os anticorpos HER2 humanos sdo descritos na Patente US
n® 5.772.997 emitida em 30 de Junho de 1998 e documento WO
97/00271 publicada em 3 de Janeiro de 1997.

(v) Fragmentos de anticorpos

Foram desenvolvidas diversas técnicas de producédo de
fragmentos de anticorpos. Tradicionalmente, esses
fragmentos foram derivados por meio de digestéao
proteolitica de anticorpos intatos (veja-se, por exemplo,
Morimoto et al., Journal of Biochemical and Biophysical
Methods 24: 107-117 (1992); e Brennan et al., Science 229:

81 (1985)). Entretanto, esses fragmentos podem ser agora
produzidos diretamente por células hospedeiras
recombinantes. Os fragmentos de anticorpos podem ser

isolados, por exemplo, a partir das bibliotecas de fagos de
anticorpos discutidas acima. Alternativamente, fragmentos
de Fab’-SH podem ser recuperados diretamente de E. coli e
acoplados quimicamente para formar fragmentos de F(ab’);
(Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De
acordo com outra abordagem, os fragmentos de F (ab’), podem
ser isolados diretamente a partir da cultura de células
hospedeiras recombinantes. Outros métodos de producdo de
fragmentos de anticorpos serdo evidentes para os peritos na
especialidade. Em outras formas de realizacdo, o anticorpo
selecionado ¢ um fragmento de Fv de cadeia simples (scFv).
Veja—-se documento WO 93/16185; Patente US n°® 5.571.894; e
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Patente US n°® b5.587.458. 0O fragmento de anticorpo pode
também ser “anticorpo linear”, conforme descrito, por
exemplo, na Patente US n°® 5.641.870. Esses fragmentos de
anticorpos lineares podem ser monoespecificos ou

biespecificos.

(vi) Anticorpos biespecificos

Os anticorpos biespecificos sd&o anticorpos gue possuem
especificidades de ligacdo para pelo menos dois epitopos
diferentes. Exemplos de anticorpos Dbiespecificos podem
ligar-se a dois epitopos diferentes da proteina HER2.
Outros desses anticorpos podem combinar local de ligacdo a
HER2 com local(is) de ligacdo para EGFR, HER3 e/ou HER4.
Alternativamente, um brac¢o HER2Z pode ser combinado com um
bragco que se liga a uma molécula acionadora sobre
leucdécito, tal como molécula recetora de células T (por
exemplo, CD2 ou CD3), ou recetores de Fc para IgG (FcvyR),
tais como FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) e FcyRIII (CDle), de
forma a dirigir mecanismos de defesa celular para a célula
que expressa HER2. Anticorpos biespecificos podem também
ser wutilizados para localizar agentes citotdxicos para
células que expressam HER2. Esses anticorpos possuem um
braco de ligacdao a CD20 e um brago que se liga ao agente
citotdxico (tal como saporina, anti- interferdo-o, vinca
alcaloide, <cadeia A ricina, metotrexato ou hapteno de
isdétopo radiocativo). Anticorpos biespecificos podem ser
preparados na forma de anticorpos de comprimento total ou
fragmentos de anticorpos (tais como anticorpos
biespecificos F(ab’);) .

O documento WO 96/16673 descreve um anticorpo
HER2/FcyRIII biespecifico e a Patente US n°® 5.837.234
descreve um anticorpo IDM1 HER2/FcyRI biespecifico
(Osidem). Um anticorpo HER2/Fco biespecifico é exibido no
documento WO 98/02463. A Patente US n°® 5.821.337 ensina um
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anticorpo HER2/CD3 biespecifico. MDX-210 ¢é HER2-FcyRIII
biespecifico.

Métodos de fabrico de anticorpos biespecificos séo
conhecidos na técnica. A producdo tradicional de anticorpos
biespecificos de comprimento total € baseada na coexpressao
de dois ©pares de cadeia leve e cadeia ©pesada de
imunoglobulina, em que as duas cadeias possuem
especificidades diferentes (Millstein et al., Nature, 305:
537-539 (1983)). Devido a selecdo aleatdria de cadeias leve
e pesada de imunoglobulina, esses hibridomas (quadromas)
produzem mistura potencial de dez moléculas de anticorpos
diferentes, das quais apenas uma possui a estrutura
biespecifica correta. A purificacdo da molécula correta,
que é normalmente realizada por meio de etapas de
cromatografia de afinidade, é um tanto problemdtica e os
rendimentos de produto sdo baixos. Procedimentos similares
sdo descritos no documento WO 93/08829 e em Traunecker et
al., EMBO J. 10: 3655-3659 (1991).

De acordo com uma abordagem diferente, dominios
varidveis de anticorpos com as especificidades de ligacao
desejadas (locais de combinacdo de anticorpos e antigénios)
sdo fusionados a sequéncias de dominio constante de
imunoglobulina. A fusdo ocorre preferentemente com um
dominio constante de cadeia pesada de imunoglobulina, que
compreende pelo menos parte das regides de articulacédo, CH2
e CH3. Prefere-se ter a primeira regido constante de cadeia
pesada (CH1) contendo o local necessdrio para 1ligacdo a
cadeia leve presente em pelo menos uma das fusdes. Os ADN
que codificam as fusbes de cadeia pesada de imunoglobulina
e, se for desejado, a cadeia leve de imunoglobulina, séao
inseridos em vetores de expressao separados e sao
cotransfectados num organismo hospedeiro apropriado. Isso
proporciona grande flexibilidade no ajuste das proporc¢des
mituas dos trés fragmentos de polipéptidos em formas de

realizacdo quando razbes desiguais das trés cadeias de
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polipéptidos utilizadas na construcao fornecerem os
rendimentos ideais. E possivel, entretanto, inserir as
sequéncias de codificagcdo para duas ou todas as trés
cadeias de polipéptidos num vetor de expressdo quando a
expressdo de pelo menos duas cadeias de polipéptidos em
razbes 1guais resultar em altos rendimentos ou quando as
razdes ndo forem de significacdo especifica.

Numa forma de realizacao preferida desta abordagem, os
anticorpos biespecificos s&o compostos de uma cadeia pesada
de imunoglobulina hibrida com primeira especificidade de
ligagcdo num braco e um par de cadeia leve e cadeia pesada
de imunoglobulina hibrida (que proporciona segunda
especificidade de ligacdo) no outro brago. Concluiu-se que
essa estrutura assimétrica possibilita a separacdo do
composto biespecifico desejado de combinagdes de cadeia de
imunoglobulina indesejadas, pois a presenca de cadeia leve
de imunoglobulina em apenas uma metade da molécula

biespecifica proporciona forma facil de separagdo. Esta

abordagem ¢ descrita no documento WO 94/04690. Para
pormenores adicionais de geracgao de anticorpos
biespecificos, consulte, ©por exemplo, Suresh et al.,

Methods in Enzymology, 121: 210 (1986).

De acordo com outra abordagem descrita na Patente US
n® 5.731.168, a interface entre um par de moléculas de
anticorpos pode ser construida de forma a maximizar o
percentual de heterodimeros que é recuperado da cultura de
células recombinantes. A interface preferida compreende
pelo menos uma parte do dominio Ch3 de um dominio constante
de anticorpo. Neste método, uma ou mais cadeias laterais de
aminodcidos pequenos da interface da primeira molécula de
anticorpo sdo substituidas com cadeias laterais maiores
(tais como tirosina ou triptofano). “Pocos” compensatdrias
de tamanho idéntico ou similar a(s) cadeia(s) lateral (is)
grande (s) sé&o criadas sobre a interface da segunda molécula

de anticorpo, por meio da substituicdo de grandes cadeias

60



EP1771482B1

laterais de aminoadcidos com cadeias menores (tais como
alanina ou treonina). Isso proporciona mecanismo de aumento
do rendimento do heterodimero sobre outros produtos finais
indesejados, tais como homodimeros.

Os anticorpos biespecificos incluem anticorpos
reticulados ou “heteroconjugados”. Um dos anticorpos no
heteroconjugado pode ser acoplado, por exemplo, a avidina e
o outro a biotina. Esses anticorpos foram propostos, por
exemplo, para dirigir células do sistema imunoldgico a
células 1indesejadas (Patente US n°® 4.676.980) e para o
tratamento de infecbes por VIH (documento WO 91/00360,
documento WO 92/200373 e documento EP 03089). Anticorpos
heteroconjugados podem ser fabricados utilizando qualqguer
método reticulante conveniente. O0s agentes reticulantes
apropriados sdo bem conhecidos na técnica e descritos na
Patente US n° 4.676.980, Jjuntamente com uma série de
técnicas reticulantes.

As técnicas de geracdo de anticorpos biespecificos a

partir de fragmentos de anticorpos também foram descritas

na literatura. Anticorpos biespecificos podem ser
preparados, por exemplo, utilizando ligagdes guimicas.
Brennan et al., Science, 229: 81 (1985) descrevem

procedimento em que anticorpos intatos sdo divididos
proteoliticamente para gerar fragmentos de F(ab’),. Estes
fragmentos sdo reduzidos na presenca do agente formador de
complexo de ditiol arsenito de sddio para estabilizar
ditidéis wvizinhos e evitar a formacdo de dissulfeto
intermolecular. 0Os fragmentos de Fab’ gerados sdo entéo
convertidos em derivados de tionitrobenzoato (TINB). Um dos
derivados de Fab’-TNB & entdo novamente convertido no Fab’-
tiol por meio de redugdo com mercaptoetilamina e é
misturado com quantidade equimolar do outro derivado de
Fab’ -TNB para formar o) anticorpo biespecifico. Os
anticorpos biespecificos produzidos podem ser utilizados

como agentes para a imobilizacgdo seletiva de enzimas.
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Progressos recentes possibilitaram a recuperacéao
direta de fragmentos de Fab’-SH de E. coli, que podem ser
acoplados quimicamente para formar anticorpos
biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225
(1992) descrevem a producdo de uma molécula F(ab’), de
anticorpo biespecifico totalmente humanizado. Cada
fragmento de Fab’ foi segregado separadamente de E. coli e
submetido a acoplamento quimico dirigido in vitro para
formar o anticorpo biespecifico. O anticorpo biespecifico
assim formado foi capaz de ligar-se a células que
sobreexpressam o recetor de HER2 e c¢élulas T humanas
normais, bem como iniciar a atividade litica de linfdécitos
citotdéxicos humanos contra alvos de tumor de mama humanos.

Diversas técnicas de fabrico e isolamento de
fragmentos de anticorpos biespecificos diretamente a partir
de cultura celular recombinante também foram descritas.
Anticorpos Dbiespecificos foram produzidos, por exemplo,
utilizando fechos de leucina. Kostelny et al., J. Immunol.,
148 (5): 1547-1553 (1992). Os péptidos de fecho de leucina
das proteinas Fos e Jun foram ligados as partes Fab’ de
dois anticorpos diferentes por meio de fusdo genética. Os
homodimeros de anticorpos foram reduzidos na regido de
articulacédo para formar mondmeros e, em seguida, novamente
oxidados para formar os heterodimeros de anticorpos. Este
método pode também ser utilizado para a produgao de
homodimeros de anticorpos. A tecnologia de “diacorpos”
descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90: 6444-6448 (1993) forneceu mecanismo alternativo de
fabrico de fragmentos de anticorpos Dbiespecificos. Os
fragmentos compreendem um dominio varidvel de cadeia pesada
(Vg) ligado a um dominio varidvel de cadeia leve (Vi) por
um ligando que é curto demais para permitir 0
emparelhamento entre os dois dominios sobre a mesma cadeia.
Consequentemente, os dominios Vg e Vy, de um fragmento séo

forcados a emparelhar-se com  0OS dominios Vi e Vg
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complementares de outro fragmento, de maneira a formar dois
locais de ligacdo a antigénios. Outra estratégia de fabrico
de fragmentos de anticorpos Dbiespecificos utilizando
dimeros Fv de cadeia simples (sFv) também foi relatada.
Veja-se Gruber et al., J. Immunol., 152: 5368 (1994).

Sao contemplados anticorpos com mais de duas
valéncias. Podem ser preparados, por exemplo, anticorpos
triespecificos. Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

(vii) Outras modificacbes de sequéncias de aminodcidos
E (s&o0) contemplada(s) modificacdo (8es) dos anticorpos HER2
descritos no presente documento. Pode ser desejavel, por
exemplo, aprimorar a afinidade de 1ligacdo e/ou outras
propriedades bioldgicas do anticorpo. Variantes de
sequéncias de aminodcidos do anticorpo HERZ2 sdo preparadas
por meio da introducdo de mudancas de nucledtidos
apropriadas no &cido nucleico do anticorpo HER2, ou por
meio da sintese de péptidos. Essas modificagdes incluem,
por exemplo, exclusbes e/ou insercgdes e/ou substituigdes de
residuos nas sequéncias de aminoadcidos do anticorpo HERZ2.
Qualguer combinacdo de exclusdo, insercdo e substituicédo é
feita para chegar a construgdo final, desde que a
construcdo final possua as carateristicas desejadas. As
mudancas de aminodcidos podem também alterar processos pds-—
traducdo do anticorpo HERZ2, tais como a mudanca do numero

ou posigdo de locais de glicosilacéo.

Um método util de identificacdo de certos residuos ou
regides do anticorpo HER2Z2 que sado locals preferidos para
mutagénese ¢é denominado “mutagénese de varrimento de
alanina”, conforme descrito por Cunningham e Wells,
Science, 244: 1081-1085 (1989). Aqui, um residuo ou grupo
de residuos desejados é identificado (por exemplo, residuos
carregados, tais como Arg, Asp, His, Lys e Glu) e

substituido por aminodcido neutro ou negativamente
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carregado (de maior preferéncia alanina ou polialanina)
para afetar a interacdo dos aminodcidos com antigénio de
HERZ2. Esses locais de aminodcidos que demonstram
sensibilidade funcional as substituicdes sdo refinados em
seguida por meio da introducdo de outras variantes ou
adicionais nos locais de substituicdo ou para estes. Desta
forma, embora o local para introdugcdo de uma variacgdo de
sequéncia de aminocdcidos seja previamente determinado, a
natureza intrinseca da mutacgao nao necessita ser
previamente determinada. Para analisar o desempenho de uma
mutacdo num dado local, por exemplo, varrimento de ala ou
mutagénese aleatdéria € conduzida no coddo ou regiédo
desejada e as variantes de anticorpos HERZ2 expressas sao
selecionadas para a atividade desejada.

As 1insergdes de sequéncias de aminodcidos incluem
fusdes de terminais carboxilo e/ou amino que variam de
comprimento de um residuo até polipéptidos que contenham
cem ou mais residuos, bem como inser¢des intra-sequenciais
de residuos de aminodcidos isolados ou multiplos. Exemplos
de 1insergbes terminais incluem um anticorpo HERZ com
residuo de metionilo N-terminal ou o anticorpo fusionado a
um polipéptido citotdxico. Outras variantes de insercdo da
molécula de anticorpo HERZ2 incluem a fusdo ao terminal N ou
C do anticorpo HERZ2 a uma enzima (por exemplo, para ADEPT)
ou um polipéptido que aumente a semivida do anticorpo em
SOro.

Outro tipo de variante é variante de substituicédo de
aminodcidos. Estas variantes contém pelo menos um residuo
de aminodcido na molécula de anticorpo HER2 substituida por
um residuo diferente. Os locais de maior interesse para
mutagénese de substituicéo incluem as regides
hipervaridveis ou CDRs, mas também sdo contempladas
alteracdes de regiao Fc ou FR. Substituicdes conservadoras
sdo exibidas no Quadro 1 sob o titulo “substituicgdes

preferidas”. Caso essas substituicdes resultem em mudanca
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da atividade biolégica, mudancgas mais substanciais,
denominadas “exemplos de substituicdes” no Quadro 1 ou
conforme descrito adicionalmente abaixo com referéncia a
classes de aminocédcidos, podem ser introduzidas e o0s

produtos sao selecionados.

Quadro 1
Residuo Substituicgdes

original Exemplos de Substituicgdes Preferidas
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln ASpP
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Leu

Norleucina
Leu (L) Norleucina; Ile; Val; Met; Ile

Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr |Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala;|Leu

Norleucina

Modificacgdes substanciais das propriedades bioldgicas
do anticorpo sao atingidas por meio da selecdao de
substituicbes que difiram significativamente de efeito
sobre a manutencdo (a) da estrutura da cadeia principal de
polipéptido na area da substituicdo, tal como na forma de
folha ou em conformacédo helicoidal; (b) da <carga ou

hidrofobicidade da molécula no local desejado; ou (c) do
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volume da cadeia lateral. Os aminodcidos podem ser
agrupados de acordo com as similaridades das propriedades
ds suas cadeias laterais (em A. L. Lehninger, Biochemistry,
segunda edicdo, pags. 73-75, Worth Publishers, Nova Iorqgue
(1975)) :

(1) ndo polares: Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I),
Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M)

polares né&o carregados: Gly (G), Ser (S), Thr
, Cys (C), Tyr (YY), Asn (N), Gln (Q)

dcidos: Asp (D), Glu (E)

basicos: Lys (K), Arg (R), His(H)

Alternativamente, os residuos de ocorréncia natural
podem ser divididos em grupos com base nas propriedades

comuns da cadeia lateral:

(1) hidrofdébicos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu,
Ile;

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

(3) 4dcidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influenciam a orientacdo de cadeias:

Gly, Pro; e
(6) aromdticos: Trp, Tyr, Phe.

Substituicdes nao conservadoras causarao a
substitui¢édo de um membro de uma dessas classes por outra
classe.

Qualquer residuo de cisteina néo envolvido na
manutencdo da conformacdo adequada do anticorpo HER2 pode
também ser substituido, geralmente com serina, para
aumentar a estabilidade oxidativa da molécula e evitar
reticula aberrante. Por outro lado, ligacédo (ées) de

cisteina pode(m) ser adicionada(s) ao anticorpo para
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aumentar a sua estabilidade (particularmente quando o
anticorpo for fragmento de anticorpo, tal como fragmento de
Fv) .

Um tipo particularmente preferido de variante de
substituicdo envolve a substituicdo de um ou mais residuos
da regido hipervariavel de anticorpo parental (por exemplo,
anticorpo humano ou humanizado) . Geralmente, al(s)
variante (s) resultante (s) selecionada (s) para
desenvolvimento adicional terd(do) propriedades bioldgicas
aprimoradas com relagdo ao anticorpo parental do qual é
(sdo) gerado(s). Uma forma conveniente de geracdao dessas
variantes de substituicdo envolve a maturacao de afinidade
utilizando exibicdo de fagos. Resumidamente, diversos
locais de regides hipervaridveis (por exemplo, seis a sete
locais) sofrem mutacgdes para gerar todas as substituicdes
amino possiveis em cada local. As variantes de anticorpos
geradas desta forma s&o exibidas de maneira monovalente a
partir de particulas de fagos filamentosos na forma de
fusdes para o produto de gene III de M13 embalado em cada
particula. As variantes exibidas por fago s&o entéo
selecionadas de acordo com a sua atividade bioldgica (tal
como afinidade de ligacgdo), da forma descrita no presente
documento. A fim de identificar possiveis locais de regides
hipervaridveis para modificagdo, mutagénese de varrimento
de alanina pode ser realizada para identificar residuos de
regides hipervaridveis que contribuem significativamente
para a ligacgdo a antigénios. Alternativa ou adicionalmente,
pode ser benéfico analisar uma estrutura de cristal do
complexo de antigénio e anticorpo para identificar pontos
de contato entre o anticorpo e HER2 humano. Esses residuos
de contato e residuos vizinhos sdo <candidatos para
substituicdo de acordo com as técnicas elaboradas no
presente documento. Apds a geracdo dessas variantes, o
quadro de variantes é submetido a selecgdo conforme descrito

no presente documento e o0s anticorpos com propriedades
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superiores num ou mais testes relevantes podem ser
selecionados para desenvolvimento adicional.

Outro tipo de variante de aminodcidos do anticorpo
altera o padrdo de glicosilagcdo original do anticorpo. Por
alteracao, designa-se a exclusadao de uma ou mais fracgdes de
hidrato de carbono encontradas no anticorpo e/ou adicdo de
um ou mais locals de glicosilacdo que ndo estejam presentes
no anticorpo.

A glicosilacédo de anticorpos é tipicamente N-ligada ou
O-ligada. N-ligado designa a ligacdo da porgado de hidrato
de carbono a cadeia lateral de um residuo de asparagina. As
sequéncias de tripéptidos asparagina-X-serina e asparagina-
X-treonina, em que X é qualquer aminodcido, com excecgdo de
prolina, s&o as sequéncias de reconhecimento para a ligacéo
enzimdtica da fracdo de hidrato de carbono a cadeia lateral
de asparagina. Desta forma, a presenca de qualquer dessas
sequéncias de tripéptidos num polipéptido cria um local de
glicosilagcdao potencial. Glicosilagcdo O-ligada designa a
ligacgdo de um dos aclUcares N-acetilgalactosamina, galactose
ou xilose a um acido hidroxiamino, mais comumente serina ou
treonina, embora também possam ser utilizadas 5-
hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina.

A adicdo de 1locais de glicosilacdo ao anticorpo é
convenientemente conseguida por meio da alteracdo da
sequéncia de aminodcidos, de forma que contenha uma ou mais
das sequéncias de tripéptidos descritas acima (para locais
de glicosilacgcdo N-ligados). A alteracdo pode também ser
feita por meio da adigdo de um ou mails residuos de serina
ou treonina a sequéncia do anticorpo original, ou
substituicdao por ele (para locais de glicosilacgdo O-
ligados) .

Quando o anticorpo compreender uma regido Fc, qualguer
estrutura de oligossacédrido a ele ligada pode ser alterada.
Anticorpos com uma estrutura de hidrato de carbono madura

gque nao contém fucose ligada a uma regido Fc do anticorpo,
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por exemplo, sdo descritos no Pedido de Patente Norte-
Americano n°® US 2003/0157108 Al, Presta, L. Veja-se também
US 2004/0093621 Al (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.).
Anticorpos com N-acetilglucosamina (GlcNAc) bisseccionada
na estrutura de oligossacédrido ligada a uma regido Fc do
anticorpo s&o indicados no documento WO 03/011878, Jean-
Mairet et al., e na Patente US n°® 6.602.684, Umana et al.
Anticorpos com pelo menos um residuo de galactose numa
estrutura de oligossacérido ligada a uma vregido Fc do
anticorpo sdo relatados no documento WO 97/30087, Patel et
al. Veja-se também documento WO 98/58964 (Raju, S.) e
documento WO 99/22764 (Raju, S.) referentes a anticorpos
com hidrato de carbono alterado ligado a sua regido Fc.
Composigbes de anticorpos que compreendem anticorpo de
espécie principal com essas estruturas de hidrato de
carbono ligadas a uma ou duas cadeias pesadas da regidao Fc
sdo contempladas no presente documento.

Moléculas de &cidos nucleicos que codificam variantes
da sequéncia de aminodcidos do anticorpo HER2 séo
preparadas por meio de uma série de métodos conhecidos na
técnica. Estes métodos incluem, mas sem sSe limitar ao
isolamento a partir de fonte natural (no caso de variantes
de sequéncias de aminoacidos de ocorréncia natural) ou
preparacao por meio de mutagénese mediada por
oligonucledétido (ou dirigida para local), mutagénese por
PCR e mutagénese de conjunto de uma variante preparada
anteriormente ou versdo nao variante do anticorpo HERZ2.
(viii) Rastreio de anticorpos com as propriedades
dese jadas

Foram descritas acima as técnicas de geracdo de
anticorpos. Pode-se selecionar adicionalmente anticorpos
com certas carateristicas bioldgicas, conforme o desejado.

Para identificar um anticorpo que bloqueia a ativacgao
de ligandos de recetor de HER, a capacidade do anticorpo de

bloquear a ligacdo a ligandos HER a células gque expressam O
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recetor de HER (tal como em conjugacao com outro recetor de
HER com o qual o recetor de HER de interesse forma
heterooligdémero de HER) pode ser determinada. Células que
expressam naturalmente, ou transfectadas para expressar
recetores de HER do heterooligdémero de HER, por exemplo,
podem ser incubadas com o anticorpo e expostas em seguida a
ligando de HER marcado. A capacidade do anticorpo de HER2
de bloquear a ligacdo a ligandos para o recetor de HER no
heterooligdémero de HER pode ser avaliada em seguida.

A inibicdo de ligacdo a HRG a linhas de células de
tumores de mama MCF7 por anticorpos HER2, por exemplo, pode
ser realizada utilizando culturas de MCF7 monocamadas sobre
gelo em formato de placas com 24 pogos essencialmente
conforme descrito no documento WO 01/00245. Anticorpos
monoclonais HERZ2 podem ser adicionados a cada pogo e
incubados por trinta minutos. rHRGBlis7 224 marcado com “°I
(25 pm) pode ser adicionado em seguida e a incubagdo pode
prosseguir por 4 a 16 horas. Curvas de reacdo a dosagem
podem ser preparadas e valor ICso pode ser calculado para o
anticorpo de interesse. Numa forma de realizagdo, O
anticorpo que bloqueia a ativacado de ligandos de recetor de
HER terd ICsy para inibir a ligacdo a HRG a células MCF7
neste teste de <cerca de 50 nM ou menos, de maior
preferéncia 10 nM ou menos. Quando o anticorpo for
fragmento de anticorpo tal como fragmento de Fab, o ICs
para inibir a ligacgdo a HRG a células MCF7 neste teste pode
ser, por exemplo, de cerca de 100 nM ou menos, de maior
preferéncia 50 nM ou menos.

Alternativa ou adicionalmente, pode-se determinar a
capacidade do anticorpo de HER2 de blogquear a fosforilacéo
de tirosina estimulada por ligando HER de recetor HER
presente em heterooligdmero de HER. Células gue expressam
de forma enddgena os recetores de HER ou transfectadas para
expressa-las podem ser incubadas, por exemplo, com O

anticorpo e testadas em seguida para determinar a atividade

70



EP1771482B1

de fosforilacdo de tirosina dependente de ligando de HER
utilizando monoclonal anti-fosfotirosina (que é
opcionalmente conjugado com marca detetdavel). O teste de
ativacdo de recetor de quinase descrito na Patente US n°
5.766.863 também & disponivel para determinar a ativacdo de
recetor de HER e o Dbloqueio daquela atividade por
anticorpo.

Pode-se selecionar um anticorpo que iniba o estimulo
por HRG de fosforilacdo de pl80 tirosina em células MCF7,
essencialmente conforme descrito no documento WO 01/00245.
As células MCF7, por exemplo, podem ser colocadas em placas
com 24 pogos e anticorpos monoclonais para HERZ podem ser
adicionados a cada poc¢o e incubados por trinta minutos a
temperatura ambiente; em seguida, pode-se adicionar rHRGp
1-177.244 a cada pogo até concentracdo final de 0,2 nM e a
incubacéo pode prosseguir por oito minutos. Meios podem ser
aspirados de cada pogo € as reagdes podem ser suspensas por
meio da adicdo de 100 pl de tampdo de amostra SDS (5 % de
SDS, 25 mM de DTT e 25 mM de Tris-HCl, pH 6,8). Cada

X

amostra (25 pl) pode sofrer eletroforese sobre gel de
gradiente 4 a 12 % (Novex) e, em seguida, transferida
eletroforeticamente para membrana de difluoreto de
polivinilideno. Imunomanchas de antifosfotirosina (a 1
ng/ml) podem ser desenvolvidas e a intensidade da faixa
reativa predominante a M, ~180.000 pode ser quantificada
por meio de densitometria de reflex@o. O anticorpo
selecionado preferentemente inibird significativamente o
estimulo de HRG de fosforilacdo de pl80 tirosina até cerca
de 0 a 35 % do controlo neste teste. Uma curva de reacdo a
dosagem para inibir o estimulo por HRG de fosforilacgdo de
Pl80 tirosina conforme determinado por meio de
densitometria de reflexdao pode ser preparada e pode-se
calcular ICsg para o anticorpo de interesse. Opcionalmente,
o anticorpo que blogqueia a ativacdo de ligandos de recetor

de HER terd ICsy para inibir o estimulo de HRG de
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fosforilacdo de pl80 tirosina neste teste de cerca de 50 nM
ou menos, de maior preferéncia 10 nM ou menos. Quando o
anticorpo for fragmento de anticorpo tal como fragmento de
Fab, o ICsy para inibir o estimulo de HRG de fosforilacgéo
de pl80 tirosina neste teste pode ser, por exemplo, de
cerca de 100 nM ou menos, de maior preferéncia 50 nM ou
menos.

Podem-se também determinar os efeitos inibidores do
crescimento do anticorpo sobre células MDA-MB-175, tal como
essencialmente conforme descrito em Schaefer et al.,
Oncogene 15: 1385-1394 (1997). Segundo este teste, células
MDA-MB-175 podem ser tratadas com anticorpo monoclonal HERZ2
(10 pg/ml) por quatro dias e manchadas com violeta de
cristal. A incubac¢do com anticorpo de HER2 pode exibir
efeito inibidor do crescimento sobre esta 1linha celular
similar ao exibido pelo anticorpo monoclonal 2C4. O HRG
exdgeno pode ndo reverter significativamente esta inibicéao.
Preferentemente, 0 anticorpo serd capaz de inibir a
proliferacdo celular de células MDA-MB-175 até ponto maior
gque o anticorpo monoclonal 4D5 (e, opcionalmente, até ponto
maior que o anticorpo monoclonal 7F3), tanto na presenca
quanto na auséncia de HRG exdgeno.

O anticorpo HER2 de 1interesse pode Dbloquear a
associagao dependente de herregulina de HERZ2 com HER3 em
células MCF7 e SK-BR-3 conforme determinado em experimento
de coimunoprecipitacdo tal como descrito no documento WO
01/00245 de forma substancialmente mais eficaz que o)
anticorpo monoclonal 4D5, preferentemente de forma
substancialmente mais eficaz qgue o anticorpo monoclonal
TF3.

Para identificar anticorpos HERZ2 inibidores do
crescimento, pode-se rastrear anticorpos que inibem o
crescimento de células cancerosas que sobreexpressam HER2.
Opcionalmente, o) anticorpo inibidor do crescimento

selecionado & capaz de inibir o crescimento de células SK-
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Q

BR-3 em cultura celular em cerca de 20 a 100 % e,
preferentemente, em cerca de 50 a 100 % em concentracdo de
anticorpo de cerca de 0,5 a 30 ug/ml. Para identificar
esses anticorpos, pode ser realizado o teste SK-BR-3
descrito na Patente US n® 5.677.171. Segundo este teste, as
células SK-BR-3 sao cultivadas em mistura 1:1 de F1l2 e meio
DMEM suplementada com 10 % de soro bovino fetal, glutamina
e penicilina estreptomicina. As células SK-BR-3 sao
colocadas em placas a 20.000 células em placa de cultura
celular de 35 mm (2 ml/placa de 35 mm). 0,5 a 30 pg/ml do
anticorpo HER2 sdo adicionados por placa. Apds seis dias, a
quantidade de células, em comparagdo com células néao
tratadas, € contada utilizando contador celular eletrdnico
COULTER™. Os anticorpos gque 1nibem o crescimento das
células SK-BR-3 em cerca de 20 a 100 % ou cerca de 50 a 100
% podem ser selecionados como anticorpos inibidores do
crescimento. Veja-se a Patente US n® 5.677.171 para testes
de selecdo de anticorpos inibidores de crescimento, tais
como 4D5 e 3ES8.

A fim de selecionar anticorpos gue induzem apoptose, é
disponivel ensaio de ligagédo a anexina utilizando células
BT474. As células BT474 sédo cultivadas e semeadas em placas
conforme discutido no pardgrafo anterior. O meio é removido
em seguida e substituido com meio novo isolado ou meio que
contém 10 pg/ml do anticorpo monoclonal. Apds periodo de
incubacdo de trés dias, monocamadas sdo lavadas com PBS e
destacadas por meio de tripsinizacdo. As células séao
centrifugadas em seguida, novamente suspensas em tampao de
ligacdo a Ca’’ e parceladas em tubos conforme discutido
acima para o teste de morte celular. Os tubos recebem entéo
anexina marcada (tal como anexina V-FTIC (1 nug/ml). As
amostras podem ser analisadas utilizando citdmetro de fluxo
FACSCAN® e software FACSCONVERT™ CellQuest (Becton
Dickinson) . Os anticorpos que induzem niveis

estatisticamente significativos de ligac&o a anexina com
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relagdo ao controlo sdo selecionados como anticorpos
indutores da apoptose. Além do ensaio de ligacdo a anexina,
¢ disponivel teste de manchas de ADN utilizando células
BT474. A fim de realizar este teste, células BT474 que
foram tratadas com o anticorpo de interesse descrito nos
dois parédgrafos anteriores s&o incubadas com 9 pg/ml de
HOECHST 33342™ por duas horas a 37 °C, analisadas em
seguida em citdmetro de fluxo EPICS ELITE™ (Coulter
Corporation) utilizando software MODFIT LTm (Verity
Software House). Anticorpos que induzem alteracadao do
percentual de células apoptdticas que € de duas vezes ou
mais (preferentemente trés vezes ou mais) que as células
ndo tratadas (até 100 % de células apoptdticas) podem ser
selecionados como anticorpos prdé-apoptdéticos utilizando
este teste. Veja-se documento WO 98/17797 para testes de
selecdo de anticorpos que induzem a apoptose, tais como 7C2
e TF3.

Para selecionar anticorpos que se liguem a um epitopo
sobre HER2 unido por anticorpo de interesse, pode-se
realizar teste Dbloqueador cruzado de rotina, tal como o
descrito em Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Ed Harlow e David Lane (1988), para
determinar se o anticorpo provoca bloqueio cruzado da
ligacdo a anticorpo, tal como 2C4 ou Pertuzumab, a HERZ2.
Alternativa ou adicionalmente, o© mapeamento de epitopos
pode ser realizado por meio de métodos conhecidos na
técnica e/ou pode-se estudar a estrutura de anticorpo e
HER2 (Franklin et al., Cancer Cell 5: 317-328 (2004)) para
observar qual(is) dominio(s) de HER2 é (sdo) unido(s) pelo
anticorpo.

(ix) Imunoconjugados

Os imunoconjugados compreendem um anticorpo conjugado
a agente citotdxico tal como agente quimioterdpico, toxina
(tal como toxina de moléculas pequenas ou toxina

enzimaticamente ativa de origem Dbacteriana, fuingica,
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vegetal ou animal, incluindo seus fragmentos e/ou
variantes) ou isétopo radioativo (isto é, radioconjugado) .

Os agentes qguimioterdpicos Uteis na geracdo desses
imunoconjugados foram descritos acima. Conjugados de
anticorpo e uma ou mais toxinas de moléculas pequenas, tais
como caliqueamicina, maitansina (Patente US n® 5.208.020),
tricoteno e CC1065, também sdo contemplados no presente
documento.

Um anticorpo pode ser conjugado a uma ou mais
moléculas de maitansina (tal como cerca de uma a cerca de
dez moléculas de maitansina por molécula de anticorpo).
Maitansina pode ser convertida, por exemplo, em May-SS-Me,
que pode ser reduzido em May-SH3 e reagido com anticorpo
modificado (Chari et al., Cancer Research 52: 127-131
(1992)) para gerar um 1imunoconjugado de anticorpo e
maitansinoide.

Outro imunoconjugado de interesse compreende um
anticorpo HER2 conjugado a uma ou mais moléculas de
caliqueamicina. A familia caliqueamicina de antibidéticos ¢é
capaz de ©produzir ruturas de ADN de fita dupla em
concentracdes subpicomolares. Andlogos estruturais de
caliqueamicina gue podem ser utilizados incluem, mas sem se
limitar a vi', o', os', N-acetil- v;', PSAG e 6'; (Hinman et
al., Cancer Research 53: 3336-3342 (1993) e Lode et al.,
Cancer Research 58: 2925-2928 (1998)). Veja-se também as
Patentes US n°® 5.714.586, 5.712.374, 5.264.586 e 5.773.001.

Toxinas enzimaticamente ativas e fragmentos das mesmas
que podem ser utilizados incluem cadeia de difteria A,
fragmentos ativos ndo de 1ligacdo a toxina de difteria,
cadeia de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia
ricina A, cadeia A de abrina, cadeia A modecina, alfa-
sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII e
PAP-S), inibidor de Momordica charantia, curcin, crotin,

inibidor de Sapaonaria officinalis, gelonin, mitogelin,
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restrictocin, fenomicin, enomicin e os tricotecenos. Veja-
se, por exemplo, documento WO 93/21232, publicada em 28 de
Outubro de 1993.

Um imunoconjugado pode ser formado entre um anticorpo
e um composto com atividade nucleolitica (por exemplo,
ribonuclease ou endonuclease de ADN, tal Como
desoxirribonuclease; DNase).

Uma série de isdtopos radioativos € disponivel para a
producdao de anticorpos HER2 radioconjugados. Exemplos

186 188 153

211 1131 1125, Y90, Re , Re , Sm , Bi212, P32 e

incluem At“ -, p
isétopos radioativos de Lu.

Os conjugados do anticorpo e agente citotdxico podem
ser fabricados utilizando uma série de agentes acopladores
de proteinas bifuncionais, tais como propionato de N-
succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP), ciclohexano—-1-
carboxilato de succinimidil-4-(N-maleimidometila),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de imidoésteres
(tais como adipimidato de dimetilo HCl), ésteres ativos
(tais como suberato de di-succinimidila), aldeidos (tais
como glutaraldeido), compostos bis-azido (tais como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados bis-diazdénio (tais
como bis-(p-diazoniobenzoil) - etilenodiamina),
diisocianatos (tais como 2,6-diisocianato de tolueno) e
compostos de fluor bis-ativo (tais como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzeno). Pode-se preparar, por exemplo, imunotoxina
ricina, conforme descrito em Vitetta et al., Science 238:
1098 (1987). Acido 1l-isotiocianatobenzil-3-metildietileno
triaminopentaacético marcado por carbono 14 (MX-DTPA) ¢é
exemplo de agente quelante para conjugacéo de
radionucletideo ao anticorpo. Veja—-se documento WO
94/11026. 0O ligando pode ser um “ligando divisivel” que
possibilita a libertacdo do féarmaco citotéxica na célula.
Pode-se wutilizar, por exemplo, ligando instéavel &cido,
ligando sensivel a peptidase, ligando de dimetilo ou

ligando que contém dissulfeto (Chari et al., Cancer
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Research 52:127-131 (1992)).

Alternativamente, pode ser fabricada uma proteina de
fusdo que compreende o anticorpo HER2 e agente citotédxico,
por exemplo, por meio de técnicas recombinantes ou sintese
de péptidos.

Um anticorpo pode ser conjugado a um “recetor” (tal
como estreptavidina) para uso em direcionamento prévio do
tumor, em que o conjugado de anticorpo e recetor é
administrado ao paciente, seguido pela remocdo de conjugado
ndo unido da circulacédo, utilizando agente limpante e, em
seguida, administracdo de “ligando” (tal como avidina) que
¢ conjugado a agente citotdxico (tal como radionucledtido).
(x) Outras modificag¢bes de anticorpos

Outras modificacdes do anticorpo sdo contempladas no
presente documento. O anticorpo pode ser ligado, por
exemplo, a um dentre uma série de polimeros ndo proteédceos,
tais como polietileno glicol, polipropileno glicol,
polioxialquilenos ou copolimeros de polietileno glicol e
polipropileno glicol. O anticorpo pode também ser capturado
em microcédpsulas preparadas, por exemplo, por meio de
técnicas de acumulagdo ou polimerizacgdo interfacial (por
exemplo, microcdpsulas de hidroximetilcelulose ou gelatina
e microcdpsulas de poli(metilmetacrilato), respetivamente)
em sistemas de fornecimento de farmacos coloidais (por
exemplo, lipossomas, microesferas de albumina,
microemulsdes, nanoparticulas e nanocéapsulas), ou em
macroemulsdes. Estas técnicas s&o descritas em Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 16° edicdo, Oslo, A., Ed. (1980).

Pode ser desejavel modificar o anticorpo de acordo com
a presente invencdo com relacdo a funcgdo efetora, por
exemplo, de forma a aumentar a citotoxicidade mediada por
células dependente de antigénios (ADCC) e/ou citotoxicidade
dependente de complemento (CDC) do anticorpo. Isso pode ser
atingido por meio da introducgéo de uma ou mais

substituic¢des de aminodcidos numa regido Fc do anticorpo.
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Alternativa ou adicionalmente, residuo (s) de cisteina
pode (m) ser introduzido(s) na regido Fc, de forma a
permitir a formagdo de unides de dissulfeto intercadeias
nessa regido. O anticorpo homodimérico gerado desta forma
pode possulir capacidade de internalizacdo aprimorada e/ou
morte celular mediada por complemento aprimorada e
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC).
Veja-se Caron et al., J. Exp. Med. 176: 1191-1195 (1992) e
Shopes, B., J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992). Anticorpos
homodiméricos com atividade antitumoral aumentada podem
também ser preparados utilizando reticulantes
heterobifuncionais, conforme descrito em Wolff et al.,
Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Alternativamente,
pode ser construido um anticorpo que possul regides Fc
duplas e pode, portanto, apresentar capacidades de ADCC e
lise de complemento aprimoradas. Veja-se Stevenson et al.,
Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989).

0 documento WO 00/42072 (Presta, L.) descreve
anticorpos com funcdo ADCC aprimorada na presenca de
células efetoras humanas, em gue os anticorpos compreendem
substituicdes de aminodcidos na sua regiao Fc.
Preferentemente, o anticorpo com ADCC aprimorado compreende
substitui¢bes nas posigdes 298, 333 e/ou 334 da regido Fc.
Preferentemente, a regido Fc alterada ¢ regido Fc de IgGl
humano que compreende ou consiste em substituig¢des numa,
duas ou trés destas posicodes.

Anticorpos com ligacao a CIqg alterada e/ou
citotoxicidade dependente de complemento (CDC) sao
descritos no documento WO 99/51642, Patente US n° 6.194.551
Bl, Patente US n°® 6.242.195 Bl, Patente US n°® 6.528.624 Bl
e Patente US n°® 6.538.124 Bl (Idusogie et al.). Os
anticorpos compreendem uma substituic¢do de aminodcidos numa
ou mais das posicgdes de aminoédcidos 270, 322, 326, 327,
329, 313, 333 e/ou 334 da sua regido Fc.

Para aumentar a semivida do anticorpo em soro, pode-se
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incorporar um epitopo de ligacdo a recetor de salvados ao
anticorpo (especialmente fragmento de anticorpo), conforme
descrito, por exemplo, na Patente US n°® 5.739.277. Da forma
utilizada no presente documento, a expressdo “epitopo de
ligacdo a recetor de salvados” designa um epitopo da regido
Fc de uma molécula de IgG (por exemplo, IgG,, IgG,, IgGs ou
IgG,) que € responséavel pelo aumento da semivida em soro in
vivo da molécula de IgG. Anticorpos com substituigdes numa
de suas regides Fc e maior semivida em soro também sao
descritos no documento WO 00/42072 (Presta, L).

Anticorpos elaborados com trés ou mais
(preferentemente quatro) locais de ligacdo a antigénios
funcionais também sdo contemplados (Pedido de Patente US n°
Us 2002/0004587 Al, Miller et al.).

Os anticorpos HER2 descritos no presente documento
podem também ser formulados como imunolipossomas. Os
lipossomas que contém o anticorpo s&o preparados por meio
de métodos conhecidos na técnica, conforme descrito em
Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688
(1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030
(1980); Patentes US n° 4.485.045 e 4.544.545; e documento
WO 97/38731 publicado em 23 de Outubro de 1997. Lipossomas
com maior tempo de circulagdo s&o descritos na Patente US
n® 5.013.556.

Lipossomas particularmente uUteis podem ser gerados por
meio do método de evaporacgdo de fase reversa com composicédo
de lipidios que compreende fosfatidileolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE) . Os
lipossomas sao extrudados através de filtros com tamanho de
poro definido para gerar lipossomas com o didmetro
desejado. Os fragmentos de Fab’ do anticorpo de acordo com
a presente 1invencdo podem ser conjugados aos lipossomas
descritos em Martin et al., J. Biol. Chem. 257: 286- 288
(1982) por meio de reacdo de permuta de dissulfetos. Um

agente quimioterédpico é opcionalmente contido no interior
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do lipossoma. Veja-se Gabizon et al., J. National Cancer
Inst. 81 (19) 1484 (1989).

IV. Formulagdes Farmacéuticas

Formulagdes terapéuticas das composigdes de acordo com
a presente 1nvencdo s&o preparadas para armazenagem por
meio de mistura da composigdo com veiculos, excipientes ou
estabilizantes farmaceuticamente aceitéaveis opcionais
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16° edicdo, Osol, A.
Ed. (1980)), na forma de formulagdes liofilizadas ou
solucgdes aquosas. Veiculos, excipientes ou estabilizantes
aceitdveis sdo atdéxicos para pacientes nas dosagens e
concentracdes empregadas e incluem tampbes tais como
fosfato, citrato e outros &cidos orgénicos, antioxidantes
que incluem 4cido ascdrbico e metionina; conservantes (tais
como cloreto de octadecildimetilbenzil amdnio, cloreto de
hexametdénio, cloreto de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio;
dlcool fendlico, butilico ou benzilico; algquil parabéns
tais como metil ou propil paraben; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol e m—- cresol); polipéptidos de
baixo peso molecular (menos de cerca de dez residuos);
proteinas, tais como albumina de soro, gelatina ou
imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tais como
polivinilpirrolidona; aminoéacidos, tais como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina ou lisina;
monossacaridos, dissacédridos e outros hidratos de carbono,
incluindo glicose, manose ou dextrinas; agentes quelantes
tais como EDTA; agucares, tais como sacarose, manitol,
trehalose ou sorbitol; contraides formadores de sais tais
como sdédio; complexos metdlicos (tais como complexos de Zn
e proteina); e/ou tensicativos ndo idénicos, tais como
TWEEN™, PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG). Exemplos de
formulagdes de anticorpos HER2 liofilizadas sdo descritos
no documento WO 97/04801.

80



EP1771482B1

A formulacdo do presente documento pode também conter
mais de um composto ativo conforme o necessdrio para a
indicacédo especifica sendo tratada, preferentemente aqueles
com atividades complementares que nao se prejudiquem entre
si. Pode ser desejavel, por exemplo, fornecer
adicionalmente anticorpos que se liguem a EGFR, HER2 (tal
como anticorpo que liga epitopo diferente sobre HER2),
HER3, HER4 ou fator endotelial wvascular (VEGE) na

formulacdo unica. Alternativa ou adicionalmente, a
composicgao pode compreender adicionalmente agente
quimioterapico, agente citotdxico, citoquina, agente
inibidor do crescimento, agente anti-hormonal, fadrmaco

dirigido a EGFR, agente anti-angiogénico, inibidor da
tirosina gquinase e/ou cardioprotetor. Essas moléculas
encontram-se adequadamente presentes em combinacdo, em
quantidades que sdo eficazes para o propdsito desejado.

Os ingredientes ativos podem também ser capturados em
microcdpsulas preparadas, por exemplo, por métodos de
aglutinacdo ou por polimerizacd&o interfacial, tais como
microcapsulas de hidroximetilcelulose ou gelatina e
microcdpsulas de poli(metilmetacrilato), respetivamente, em
sistemas de fornecimento de farmacos coloidais (tais como
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes,
nanoparticulas e nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Estas
técnicas s&o descritas em Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16% edicdo, Osol, A. Ed. (1980).

Podem ser fabricadas preparacdes de libertacéao
prolongada. Exemplos apropriados de preparacdes de
libertacdo prolongada incluem matrizes semipermedveis de
polimeros hidrofdébicos sélidos que contém o anticorpo, que
se encontram na forma de artigos moldados, tais como filmes
ou microcédpsulas. Exemplos de matrizes com libertacao
prolongada incluem poliésteres, hidrogéis (tais como
poli(2-hidroxietilmetacrilato) ou &lcool (poli)vinilico,

polilactidos (Patente US n® 3.773.919), copolimeros de
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dcido L-glutdmico e L-glutamato de vy etilo, etileno-vinil
acetato n&o degradédvel, copolimeros de 4&cido léactico e
dcido glicdélico degradéaveis tais como LUPRON DEPOT™
(microesferas injetédveis compostas de copolimero de &cido
lactico e &cido glicdlico e acetato de leuprolida) e &cido
poli-D-(-)—-3- hidroxibutirico.

As formulagbes a serem utilizadas para administracéo
in vivo devem ser estéreis. Isso €& facilmente obtido por
meio de filtragem através de membranas de filtragem

estéreis.

V. Selecdo de Pacientes para Terapéutica

Um paciente selecionado para terapéutica pode ter um
tumor ou outra célula ou tecido que exibe ativacdo de HER
(e, preferentemente, HER2). A extensdo da ativacgdo de HER
(ou HER2) em células cancerosas ou outras células testadas
excede significativamente o nivel de ativacdo daquele
recetor em células nao cancerosas ou células normais do
mesmo tipo de tecido. Essa ativagdo excessiva pode resultar
da sobreexpressdo do recetor de HER e/ou niveis maiores que
0os normais de ligando de HER disponivel para ativar o
recetor de HER nas células cancerosas. Essa ativacao
excessiva pode causar e/ou ser causada pelo estado maligno
de células cancerosas. Opcionalmente, 0 cancro serd
submetido a teste de diagndéstico ou progndéstico para
determinar se estd ocorrendo a amplificacdo e/ou a
sobreexpressao de recetor de HER, o dque resulta nessa
ativacédo excessiva do recetor de HER. Alternativa ou
adicionalmente, o cancro pode ser submetido a teste de
diagnéstico ou progndéstico para determinar se esta
ocorrendo a amplificagd@o e/ou a sobreexpressdo de ligando
de HER no cancro que contribua para a ativacdo excessiva do
recetor. Em subconjunto desses cancros, pode resultar

ativacédo excessiva do recetor de um processo estimulador

82



EP1771482B1

autécrino. Varios exemplos de testes para determinar a
ativacéo de HER serao descritos em mais pormenores abaixo.
(i) Dimeros de HER

Amostras podem ser testadas para determinar a presenca
de dimeros de HER, como indicando ativagdo de HER2 ou HER.
Qualquer método conhecido na técnica pode ser utilizado
para detetar dimeros de HER2, tais como EGFR-HER2, HER2-
HER3. VArios métodos preferidos sdo descritos a seguir.
Estes métodos detetam interacdes entre proteinas néo
covalentes ou indicam de outra forma a proximidade entre
proteinas de interesse.

Métodos com Dbase em imunocafinidade, tais como
imunoprecipitagcédo ou ELISA, podem ser utilizados para
detetar dimeros de  HER. Numa forma de realizacéo,
anticorpos de HERZ2 sdo wutilizados para imunoprecipitar
complexos qgue compreendem HER2 de células tumorais e o
imunoprecipitante resultante ¢é sondado em seguida para
determinar a presengca de EGFR ou HER3 por meio de
imunomanchas. Em outra realizacdo, anticorpos EGFR ou HER3
podem ser utilizados para a etapa de imunoprecipitacéo e o
imunoprecipitante é sondado em seguida com anticorpos HER2.
Numa forma de realizagdo adicional, ligandos de HER
especificos para EGFR, HER3, complexos de EGFR e HERZ2 ou
complexos de HER e HER3 podem ser utilizados ©para
precipitar complexos, gque sdo sondados em seguida para
determinar a presenga de HERZ2. Ligandos podem ser
conjugados, por exemplo, a avidina e 0s complexos
purificados sobre coluna de biotina.

Em outras formas de realizagcdo, tais como ELISA ou
testes do tipo “sanduiche” de anticorpos, os anticorpos
para HER2 sdo imobilizados sobre suporte sdélido, colocados
em contato com células tumorais ou lisato de células
tumorais, lavados e expostos em seguida a anticorpo contra
EGFR ou HER3. A ligacdo do ultimo anticorpo, que pode ser

detetada diretamente ou por anticorpo secunddrio conjugado
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a marca detetdvel, indica a presenca de heterodimeros. Em
certas formas de realizacdo, anticorpo HER3 ou EGFR &
imobilizado e anticorpo HER2 ¢é utilizado para a etapa de
detecdo. Em outras formas de realizacdo, ligandos de HER
podem ser utilizados no lugar de anticorpos de HER ou em
combinacgdo com estes.

A reticulacdo por UV ou guimica pode também ser
utilizada para ligar <covalentemente dimeros sobre a
superficie de células vivas. Hunter et al., Biochem. J.,
320: 847-53. Exemplos de reticulantes guimicos incluem
ditiobis(succinimidil) propionato (DSP) e 3,3"-
ditiobis(sulfossuccinimidil) propionato (DTSSP). Numa forma
de realizacado, extratos celulares de células de tumores
reticuladas quimicamente s&o analisados por meio de SDS-
PAGE e imunomanchados com anticorpos para EGFR e/ou HER3.
Uma banda superalterada com peso molecular apropriado muito
provavelmente representa dimeros de EGFR-HERZ2 ou HER2-HER3,
uma vez que HER2 é o parceiro de dimerizacdo preferido para
EGFR e HER3. Este resultado pode ser confirmado por meio de
imunomanchas subsequentes com anticorpos HER2.

A  transferéncia de energia por ressonidncia de
fluorescéncia (FRET) pode também ser utilizada para detetar
dimeros de EGFR-HER2 ou HER2-HER3. FRET deteta alteracdes
conformacionais de proteinas e interacdes entre proteinas
in vivo e in vitro com base na transferéncia de energia de
fluoroforo dador para fluoroforo recetor. Selvin, Nat.
Struct. Biol., 7: 730-34 (2000). A transferéncia de energia
tem lugar somente se o fluoroforo dador encontrar-se em
proximidade suficiente do fluoroforo recetor. Em
experimento FRET tipico, duas proteinas ou dois locais
sobre uma unica proteina sao marcados com sondas
fluorescentes diferentes. Uma das sondas, a sonda dadora, é
excitada até estado de energia superior por luz incidente
com comprimento de onda especificado. A sonda dadora

transmite em seguida a sua energia para a segunda sonda, a
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sonda recetora, o que resulta em reducdo da intensidade de
fluorescéncia do dador e aumento da emisséo de
fluorescéncia do recetor. Para medir a extensadao da
transferéncia de energia, a intensidade do dador em amostra
marcada com sondas doadoras e recetoras € comparada com a
sua intensidade em amostra marcada somente com sonda
dadora. Opcionalmente, a intensidade do recetor & comparada
em amostras de dador e recetor e somente de recetor. Sondas
apropriadas sdo conhecidas na técnica e incluem, por
exemplo, tinturas permeantes de membranas, tails como
fluoresceina e rodamina, tinturas orgénicas, tais como
tinturas de cianina e &tomos de lantanideos. Selvin, acima.
Métodos e instrumentacdo para detetar e medir transferéncia
de energia também s&o conhecidos na técnica. Selvin, acima.

Técnicas com base em FRET adequadas para detetar e
medir interagdes entre proteinas em células individuais
também sdo conhecidas na especialidade. Microscopia de
transferéncia de energia por ressonadncia de fluorescéncia
fotomanchadora (pbFRET) de dador e microscopia de formacéo
de imagens vitalicia por fluorescéncia (FLIM), por exemplo,
podem ser utilizadas para detetar a dimerizacao de
recetores da superficie celular. Selvin, acima; Gadella &
Jovin, J. Cell Biol., 129: 1543-58 (1995). Numa forma de
realizacgdo, pbFRET é utilizada sobre células “em suspensao”
ou in situ para detetar e medir a formagdo de dimeros de
EGFR e HER2 ou HERZ2 e HER3, conforme descrito em Nagy et
al., Cytometry, 32: 120-131 (1998). Estas técnicas medem a
redugdo do tempo de vida de fluorescéncia do dador devido a
transferéncia de energia.

Pode-se utilizar uma técnica de FRET do tipo Foerster
citométrico de fluxo (FCET) para investigar a dimerizacéo
de EGFR e F1ER2 e HER2 e HER3, conforme descrito em Nagy et
al., acima, e Brockhoff et al., Cytometry, 44: 338-48
(2001) .

FRET ¢ wutilizado preferentemente em conjunto com
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métodos de marcagdo imunohistoquimica padrdo. Kenworthy,
Methods, 24 289-96 (2001) . Anticorpos conjugados a
tinturas fluorescentes apropriadas, por exemplo, podem ser
utilizados como sondas para marcacdo de duas proteinas
diferentes. Caso as proteinas se encontrem préximas entre
si, as tinturas fluorescentes agem como dadores e recetores
para FRET. A transferéncia de energia é detetada por meios
padrdo. A transferéncia de energia pode ser detetada por
meios citométricos de fluxo ou por sistemas de microscopia
digital, tais como microscopia confocal ou microscopia de
fluorescéncia de campo amplo acoplada a cémera de
dispositivo acoplado a carga (CCD).

Opcionalmente, anticorpos HERZ2 e anticorpos EGFR ou
HER3 sdo marcados diretamente com dois fluoroforos
diferentes, tal como conforme descrito em Nagy et al.,
acima. Células de tumores ou lisatos de células de tumores
sao colocados em contato com anticorpos marcados de forma
diferencial, que agem como dadores e recetores para FRET na
presenca de dimeros de EGFR e HER2 ou HER2 e HER3.
Alternativamente, anticorpos ndo marcados contra HER2Z2 e
EGFR ou HER3 sao utilizados junto com anticorpos
secunddrios marcados de forma diferencial gque servem de
dadores e recetores. Veja-se, por exemplo, Brockhoff et
al., acima. A transferéncia de energia ¢é detetada e a
presenca de dimeros ¢é determinada caso as marcas sejam
encontradas em boa proximidade.

Ligandos de recetores de HER que sdo especificos para
HERZ e EGFR ou HER3 podem ser marcados de forma
fluorescente e utilizados para estudos FRET.

A presenca de dimeros sobre a superficie de células de
tumores é demonstrada por meio de colocalizacdo de HER2 com
EGFR ou HER3 wutilizando métodos de imunofluorescéncia
direta ou indireta padrdo e microscopia de varrimento a
laser confocal. Alternativamente, formacdo de imagens por

varrimento a laser (LSI) é utilizada para detetar a ligacao
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a anticorpos e colocalizacdo de HER2 com EGFR ou HER3 em
formato de alto rendimento, tal como placa de micropogos,
conforme descrito em Zuck et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 96: 11122-27 (1999).

A presenca de dimeros de EGFR e HER2 e/ou HER2 e HER3
¢ determinada identificando-se atividade enzimatica que é
dependente da proximidade dos componentes dos dimeros.
Anticorpo HER2 é conjugado com uma enzima e anticorpo EGFR
ou HER3 é conjugado com segunda enzima. Primeiro substrato
para a primeira enzima € adicionado e a reacgdo produz
segundo substrato para a segunda enzima. Isso gera reacgao
com outra molécula para produzir composto detetédvel, tal
como tintura. A presenca de outra substancia decompde o
segundo substrato, de forma qgque a reacdo com a segunda
enzima ¢é evitada, a ndo ser que as primeira e segunda
enzimas, e desta forma os dois anticorpos, encontrem-se em
boa proximidade. Numa forma de realizacd&o especifica,
células de tumores ou lisatos celulares sdo colocados em
contato com anticorpo HERZ gque € conjugado com glicose
oxidase e anticorpo HER3 ou HER1 que é conjugado com
peroxidase de rabanete silvestre. Adiciona-se glicose a
reac¢do, Jjunto com precursor de tintura, tal como DAB, e
catalase. A presenca de dimeros ¢é determinada pelo
desenvolvimento de coloracao mediante manchas para DAB.

Os dimeros podem também ser detetados utilizando
métodos com base no sistema de teste eTag™ (Aclara Bio
Sciences, Mountain View CA), conforme descrito, por
exemplo, no Pedido de Patente US n°® 2001/0049105, publicado
em 6 de Dezembro de 2001. eTag™, ou “marca eletroforética”,
compreende porcdo recetora detetéavel, tal como grupo
fluorescente. Ela pode também compreender “modificador da
mobilidade”, que consiste essencialmente de porgao que
possuili mobilidade eletroforética exclusiva. Estas porcgdes
permitem a separacdo e detecdo da eTag™ a partir de mistura

complexa sob condig¢des eletroforéticas definidas, tais como
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eletroforese capilar (CE). A porcdo da eTag™ gue contém a
porgéao relatora e, opcionalmente, o modificador da
mobilidade, é ligada a primeira fracdo de ligacdo alvo por
grupo ligando divisivel para produzir primeiro composto de
ligagcdo. A primeira fracédo de ligacao alvo reconhece
especificamente primeiro alvo especifico, tal como &cido
nucleico ou proteina. A primeira fracdo de ligagdo alvo nao
¢ limitada de nenhuma forma e pode ser, por exemplo,
polinucledtido ou polipéptido. Preferentemente, a primeira
fragcdo de 1ligagcdo alvo €& um anticorpo ou fragmento de
anticorpo. Alternativamente, a primeira fracdo de 1ligacao
alvo pode ser ligando recetor de HER ou seu fragmento
competente de ligacgao.

O grupo de ligacdo compreende preferentemente uma
fracdo clivéavel, tal como substrato de enzima, ou qualguer
ligagdo quimica que possa ser dividida sob condigdes
definidas. Quando a primeira fracdo de ligacdo alvo liga-se
ao seu alvo, o agente de clivagem ¢ introduzido e/ou
ativado e o grupo ligando ¢é dividido, de forma a liberar a
porgdo de eTag™ que contém a porgdo relatora e modificador
da mobilidade. Desta forma, a presenca de eTag™ “livre”
indica a ligacéo da fracdo de ligacgdo alvo ao seu alvo.

Preferentemente, o) segundo composto de ligacéo
compreende o agente de clivagem e a segunda fracado de
ligacdo alvo que reconhece especificamente o segundo alvo.
A segunda fracdo de ligagdo alvo também ndo é limitada, de
nenhuma forma, e pode ser, por exemplo, um anticorpo ou
fragmento de anticorpo ou ligando recetor de HER ou
fragmento de ligando competente de ligacdo. O agente de
clivagem ¢ tal que clivard apenas o grupo ligando no
primeiro composto de ligacdo caso o primeiro composto de
ligagcdo e o segundo composto de 1ligacdo estejam em boa
proximidade.

Opcionalmente, um primeiro composto de ligacao

compreende eTag™ na qgual anticorpo para HER2 serve de
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primeira fracdo de ligacdo alvo. Segundo composto de
ligagcdo compreende anticorpo para EGFR ou HER3 unido a
agente de clivagem capaz de dividir o grupo ligando da
eTag™. Preferentemente, o agente de clivagem deve ser
ativado, a fim de poder dividir o grupo de ligacdo. Células
de tumores ou lisatos de células de tumores s&o colocados
em contato com a eTag™, que se liga a HER2Z e com o
anticorpo EGFR ou HER3 modificado, que se liga a EGFR ou
HER3 sobre a superficie celular. Composto de ligagdo néao
unido é preferentemente removido e o agente de clivagem &
ativado, se for necessdrio. Caso estejam presentes dimeros
de EGFR e HER2 ou HERZ e HER3, o agente de clivagem
dividird o grupo de ligacdo e liberard a eTag™ devido a
proximidade entre o agente de <clivagem e o grupo de
ligacdo. eTag™ livre pode ser detetada em seguida por meio
de qualquer método conhecido na técnica, tal como
eletroforese capilar.

Opcionalmente, um agente de clivagem é uma substancia
quimica ativavel que age sobre o grupo de ligacdo. O agente
de clivagem pode ser ativado, por exemplo, expondo-se a
amostra a luz.

Opcionalmente, a eTag™ é construida utilizando
anticorpo para EGFR ou HER3 como a primeira fragdo de
ligacdo alvo e o segundo composto de ligacdo € construido a
partir de anticorpo para HER2.

Opcionalmente, o dimero de HER é detetado utilizando
anticorpo ou outro reagente que se liga especifica ou
preferentemente ao dimero em comparagdo com a sua ligacdo a
qualquer recetor de HER no dimero.

(ii) Fosforilagdo de HERZ

Imunoprecipitagdo com anticorpo EGFR, HERZ ou HER3
conforme discutido no capitulo anterior pode ser
opcionalmente seguida por teste funcional para dimeros,
Ccomo alternativa ou suplemento para imunomanchas.

Opcionalmente, a imunoprecipitacdo com anticorpo HER3 &
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seguida por teste para determinar a atividade de tirosina
quinase recetora no imunoprecipitador. Como HER3 nado possui
atividade de tirosina gquinase intrinseca, a presenca de
atividade de tirosina gquinase no imunoprecipitante indica
gque HER3 € mais provavelmente associado com HERZ2. Graus-
Porta et al., EMBO J., 16: 1647-55 (1997); Klapper et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96: 4995-5000 (1999). Este
resultado pode ser confirmado por meio de imunomanchas com
anticorpos HER2. Opcionalmente, a imunoprecipitacdo com
anticorpo HER2 é seguida por teste para determinar a
atividade de tirosina quinase recetora de EGFR. Neste
ensaio, o imunoprecipitante é colocado em contato com ATP
radicativo e substrato de péptido que imita o local in vivo
de transfosforilacdo de HER2 por EGFR. A fosforilacédo do
péptido indica coimunoprecipitacdo e, desta forma, a
dimerizacdo de EGFR com HER2. Ensaios de atividade de
tirosina quinase recetora sdo bem conhecidos na técnica e
incluem ensaios que detetam a fosforilacdo de substratos
alvo, tais <como por anticorpo de fosfotirosina, e a
ativacédo de processos de transducao de sinal cognatos, tais
como O processo de MAPK.

A fosforilacdo de recetor de HER pode ser determinada
por meio de imunoprecipitagdo de um ou mais recetores de
HER, tals como recetor de HER2 (HER2), e andlise Western
Blot. A positividade ¢é determinada, por exemplo, por meio
da presenca de banda fosfo-HERZ2 sobre o gel, utilizando
anticorpo anti-fosfotirosina para detetar residuo(s) de
tirosina fosforilado(s) no(s) recetor (es) de HER
imunoprecipitado(s) . Anticorpos anti-fosfotirosina sao
disponiveis comercialmente por meio da PanVera (Madison
Wl), subsidiadria da Invitrogen, Chemicon International Inc.
(Temecula CA) ou Upstate Biotechnology (Lake Placid NY). A
negatividade é determinada pela auséncia da banda.

Opcionalmente, a fosforilacdo de recetor de HER2

(HERZ2) é determinada por meio de imunohistogquimica
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utilizando anticorpo HER2 fosfoespecifico (clone PN2A; Thor
et al., J. Clin. Oncol, 18 (18): 3230-3239 (2000)).

Outros métodos de detecéao da fosforilacgéao de
recetor (es) de HER incluem, mas sem se limitar a KIRA ELISA
(Patentes US n°® 5.766.863, 5.891.650, 5.914.237, 6.025.145
e 6.287.784), espetrometria de massa (comparando o tamanho
de HER2 fosforilado e ndo fosforilado) e teste de
proximidade de e-tag com anticorpo HER (tal como HER2Z) e
anticorpo fosfoespecifico ou especifico de fosfotirosina
(utilizando, por exemplo, o kit de teste eTag™ disponivel
por meio da Aclara BioSciences (Mountain View CA).
Pormenores do ensaio de eTag sdo descritos acima.

Podem-se também utilizar anticorpos fosfoespecificos
em conjunto celular para detetar a situacdo de fosforilacgéao
em amostra celular de proteina de transducdo de sinal (US
2003/0190689) .

(i11) Ligandos de HERZ

Os niveis de 1ligando de HER, tais como TGF-oc, no
tumor ou em associagdo com ele podem ser determinados de
acordo com procedimentos conhecidos. Estes ensaios podem
detetar proteina e/ou &cido nucleico que o codifica na
amostra a ser testada. Numa forma de realizacgdo, os niveis
de ligando HER no tumor podem ser determinados utilizando
imunohistoquimica (IHC); veja-se, por exemplo, Scher et
al., Clin. Cancer Research 1: 545-550 (1995). Alternativa
ou adicionalmente, pode-se avaliar os niveis de 4&cido
nucleico que codifica 1ligando de HER na amostra a ser
testada; tal como por meio das técnicas de FISH, Southern
Blotting, ou PCR.

(iv) Cancro que ndo sobreexpressa HERZ

Embora o) cancro possa ser caraterizado pela
sobreexpressao do recetor de HER2, o presente pedido
refere-se a um método de tratamento de cancro que nao é
considerado sobreexpressando HERZ2.

Para determinar a expressao de HERZ no cancro, sao
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disponiveis diversos ensaios de diagnédstico/progndstico.
Numa forma de realizacdo, a sobreexpressdao de HERZ2 pode ser
analisada por meio de IHC, wutilizando, por exemplo, O
HERCEPTEST® (Dako). Secbes de tecidos embutidas em parafina
da bidpsia de um tumor podem ser submetidas ao teste de IHC
de acordo com os critérios de intensidade de manchas de
proteina HER2 a seguir:
Nota 0: ndo se observa nenhuma mancha ou a mancha de
membranas €& observada em menos de 10 % de células
tumorais.
Nota 1+4+: €& detetada mancha de membrana fraca/pouco
percetivel em mais de 10 % das células tumorais. As
células somente sdo manchadas em parte da sua membrana.
Nota 2+: é detetada mancha de membrana fraca a moderada
em mais de 10 % das células tumorais.
Nota 3+: ¢é detetada mancha de membrana moderada a forte
em mais de 10 % das células tumorais.

Os tumores com notas 0 ou 1+ para determinacdo da
sobreexpressdao de HER2 podem ser caraterizados como néo
sobreexpressando HER2, enquanto os tumores com notas 2+ ou
3+ podem ser caraterizados como sobreexpressando HERZ2.

Os tumores que sobreexpressam HER2 sdao avaliados por
meio de avaliac¢des imunohistoquimicas correspondentes a
quantidade de cdpias de moléculas HERZ2 expressas por célula
e podem ser determinados bioguimicamente:

0 = 0-10.000 cépias/célula;
1+

Il

pelo menos cerca de 200.000 cédpias/célula;

2+ = pelo menos cerca de 500.000 coédpias/célula;
3+

pelo menos cerca de 2.000.000 coépias/célula;

A sobreexpressdao de HER2 no nivel 3+, que gera
ativagédo independente de 1ligandos da tirosina quinase
(Hudziak et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 7159-7163
(1987)), ocorre em cerca de 30 % de cancros de mama e,
nestes pacientes, a sobrevivéncia livre de reincidéncia e a

sobrevivéncia geral s&o reduzidas (Slamon et al., Science,
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244 707-712 (1989); Slamon et al., Science, 235: 177-182
(1987)). Alternativa ou adicionalmente, testes FISH tais
como INFORM™ (vendido pela Ventana, Arizona) ou PATHVISIONM™
(Vysis, Illinois) podem ser conduzidos sobre tecido
tumoroso embutido em parafina e fixo por formalina, para
determinar a extensdo (se houver) da sobreexpressdo de HER2
no tumor.

Opcionalmente, o cancro serd aquele gque expressa (e
pode sobreexpressar) EGFR, em que essa expressao pode ser
avaliada gquanto aos métodos de avaliacdo da expressao de
HER2 conforme indicado acima.

A amplificacgdo ou sobreexpressao de ligandos de HER ou
recetor de HER pode também ser avaliada wutilizando um
ensaio diagndéstico in vivo, por exemplo, por meio da
administracdo de uma molécula (tal como um anticorpo) que
una a molécula a ser detetada e seja marcada com marcador
detetéavel (por exemplo, isdétopo radioativo) e wvarrimento

externo do paciente para localizacao do marcador.

VI. Tratamento com a Composigdo de Anticorpo HER2

Contempla-se que, de acordo com a presente invencdo, o
anticorpo HERZ pode ser utilizado para o tratamento de
cancro. O cancro compreenderd geralmente células que
expressem HER2, de tal forma qgque o anticorpo HER2 do
presente seja capaz de ligar-se as células cancerosas. Os
vadrios cancros que podem ser tratados com a composicéo
encontram-se relacionados no capitulo de definicdes acima.

Também se contempla qgue o anticorpo HERZ2 pode ser
utilizado para o tratamento de diversas doengas ou
disfun¢des ndo malignas, tais como disfungdes autoimunes,
como doenca autoimune (por exemplo, psoriase);
endometriose; escleroderma; restenose; pdlipos, tais como
pbdlipos do cdlon, pdlipos nasais ou pélipos

gastrointestinais; fibroadenoma; doenca respiratéria;
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colecistite; neurofibromatose; doenga renal policistica;
doencas inflamatdérias; disfuncgdes da pele, incluindo
psoriase e dermatite; doenca vascular; condigdes que
envolvam a proliferacdo anormal de células epiteliais
vasculares; Ulceras gastrointestinais; doenga de Menetrier;
adrenomas de secrecdo ou sindrome de perda de proteinas;
disfuncgdes renais; disfuncdes angiogénicas; doencas
oculares tais como degeneracdo macular relativa a idade,
sindrome de histoplasmose ocular presumida,
neovascularizacéao da retina causada  por retinopatia
diabética proliferativa, vascularizacao da retina,
retinopatia diabética ou degeneracdo macular relacionada
com a 1dade; patologias associadas a ossos, tais como
osteocartrite, raquitismo e osteoporose; lesdes apds evento
isquémico cerebral, doencas de edemia ou fibréticas tais
como cirrose hepéatica, fibrose pulmonar, carcoidose,
tireoidite, sindrome de hiperviscosidade sistémica, doenca
de Osler Weber-Rendu, doenga pulmonar oclusiva crdénica ou
edema apds queimaduras, trauma, radiacgao, apoplexia,
hipoxia ou isquemia; reacdo de hipersensibilidade da pele;
retinopatia diabética e nefropatia diabética; sindrome de
Guillain-Barre; doenca de enxerto contra hospedeiro ou
rejeicdo de transplante; doenca de Paget; inflamacdo dos
ossos ou das Jjuntas; fotoenvelhecimento (tal como causado
por radiacdo UV da pele humana); hipertrofia prostética
benigna; certas 1infecdes microbianas gque incluem agentes
patogénicos microbianos selecionados a partir de
adenovirus, hantavirus, Borrelia burgdorferi, Yersinia spp
e Bordetella pertussis; trombo causado pela agregacdo de
plagquetas; condigdes reprodutivas tais como endometriose,
sindrome de Thiperestimulacdo do ovario, pré-eclampsia,
sangramento uterino por disfungcdo ou menometrorragia;
sinovite; ateroma; nefropatias aguda e crdénica (incluindo
glomerulonefrite proliferativa e doenca renal induzida por

diabete); eczema; formacdo de cicatrizes hipertrdficas;
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chogque endotéxico e infecgdes fungicas; polipose adenomatose
familiar; doencas neurodegenerativas (tais como doenca de
Alzheimer, deméncia relativa a AIDS, doenca de Parkinson,
esclerose lateral amiotrdfica, retinite pigmentosa, atrofia
muscular espinhal e degeneracdo cerebelar); sindromes
mielodisplésticas; anemia apléstica; 1lesdes isquémicas;
fibrose do pulméo, rim ou figado; doenca de
hipersensibilidade mediada por células T; estenose pildrica
hipertrdéfica infantil; sindrome obstrutiva urinaria;
artrite psoridtica; e tireoidite de Hashimoto. Indicacgdes
ndo malignas preferidas para terapéutica no presente
documento incluem psoriase, endometriose, escleroderma,
doenca vascular (tal como restenose, arteriosclerose,
doenca das artérias coronarianas ou hipertensédo), pdlipos
do cdélon, fibroadenoma ou doencas respiratdrias (tais como
asma, bronquite crénica, bronquiocectase ou fibrose
cistica).

O tratamento com o anticorpo HER2 resultarda em
melhoria dos sinais ou sintomas da doenca. Quando a doenca
sendo tratada for cancro, por exemplo, essa terapéutica
pode resultar em aumento da sobrevivéncia (sobrevivéncia
geral e/ou sobrevivéncia livre de progresso) e/ou pode
resultar em reacdo clinica objetiva (parcial ou completa).

Preferentemente, o) anticorpo  HERZ2 na composicgao
administrada ¢ um anticorpo nu. Entretanto, o anticorpo
HER2 administrado pode ser conjugado com agente citotdxico.
Preferentemente, o imunoconjugado e/ou proteina HER2 ao
qual é unido € (sédo) internalizado (s) pela célula,
resultando em maior eficdcia terapéutica do imunoconjugado
para matar a célula cancerosa a qual se liga.
Opcionalmente, o agente citotdxico dirige-se ou interfere
com o &cido nucleico na célula cancerosa. Exemplos desses
agentes citotdxicos incluem maitansinoides,
caliqueamicinas, ribonucleases e endonucleases de ADN. O

anticorpo HERZ2 pode ser administrado a pacientes humanos de
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acordo com métodos conhecidos, tais como administracéao
intravenosa, por exemplo, na forma de mistura ou de infuséo

continua ao longo de periodo de tempo, por via

intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinhal,
subcuténea, intraarticular, intrassinovial, intratecal,
oral, tdépica ou 1inalatédria. Prefere-se administracgao

intravenosa da composigcao de anticorpo.

Para a prevencgcdo ou tratamento de doencga, a dosagem
apropriada de anticorpo HER2 dependerd do tipo de doenca a
ser tratado, conforme definido acima, da severidade e do
curso da doencga, se o anticorpo HERZ2 for administrado para
propdsitos preventivos ou terapéuticos, terapéutica
anterior, histdérico clinico do paciente e reacgdo ao
anticorpo HER2 e do critério do médico atendente. O
anticorpo HER2 €& administrado adequadamente ao paciente
numa vez ou ao longo de uma série de tratamentos.
Dependendo do tipo e da severidade da doenga, cerca de 1
ng/kg a 50 mg/kg (tal como 0,1 a 20 mg/kg) de anticorpo
HER2 €& ©possivel dose inicial para administracdo ao
paciente, seja, por exemplo, por meio de uma ou mais
administracdes separadas ou por meio de infusdo continua. O
tempo de infus&o inicial para o anticorpo HER2 pode ser
mais longo que tempos de infusdo subsequentes, tal como
cerca de noventa minutos para a infusao inicial e cerca de
trinta minutos para infusdes subsequentes (caso a infuséao
inicial seja bem tolerada). A dosagem preferida do
anticorpo HER2 estard no intervalo de cerca de 0,05 mg/kg a
cerca de 10 mg/kg. Desta forma, uma ou mais doses de cerca
de 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg ou 10 mg/kg (ou qualquer
de suas combinagdes) podem ser administradas ao paciente.
Essas doses podem ser administradas intermitentemente, tal
como semanalmente ou a cada trés semanas (por exemplo, de
tal forma que o paciente receba cerca de duas a cerca de
vinte, tal como cerca de seis doses do anticorpo HERZ2).

Dose de carregamento mais alta inicial, seguida por uma ou
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mais doses mais baixas, pode ser administrada. O anticorpo
HERZ2 pode ser administrado na forma de dose de carregamento
de cerca de 840 mg seguida por cerca de 420 mg a cada cerca
de trés semanas. O anticorpo HERZ2 pode ser administrado na
forma de dose de cerca de 1050 mg administrada
aproximadamente a cada trés semanas.

Outros agentes terapéuticos podem ser combinados com o
anticorpo HERZ2. Essa administracéao combinada inclui
coadministracdo ou administracdo simulténea, wutilizando
formulagdes separadas ou uma Unica formulacgdo farmacéutica,
e administracdo consecutiva em qualquer ordem, em que héa
preferentemente um periodo de tempo em gue ambos (ou todos)
0s agentes ativos exercem simultaneamente as suas
atividades bioldégicas. Desta forma, o) outro agente
terapéutico pode ser administrado antes ou depois da
administracdo do anticorpo HER2. O tempo entre pelo menos
uma administragdo do outro agente terapéutico e pelo menos
uma administracdo do anticorpo HER2 & preferentemente de
cerca de um més ou menos e, de preferéncia superior, cerca
de duas semanas ou menos. Alternativamente, o outro agente
terapéutico e o) anticorpo HERZ2 séo administrados
simultaneamente ao paciente, numa uUnica formulacdo ou
formulac¢des separadas.

Exemplos de outros agentes terapéuticos que podem ser
combinados com o anticorpo HER2 incluem qualquer um ou mais
dentre: agente guimioterdpico, tal como antimetabdlito, por
exemplo gemcitabina; segundo anticorpo HER2 diferente (tal
como anticorpo HERZ2 inibidor do crescimento como
Trastuzumab, ou anticorpo HER2 que induz a apoptose de
célula que sobreexpressa HER2, tal como 7C2, 7F3 ou suas
variantes humanizadas); segundo anticorpo dirigido contra
outro antigénio associado a tumor, tal como EGFR, HER3,
HER4; composto anti-hormonal, tal como composto anti-
estrogénios como tamoxifeno, ou inibidor da aromatase;

cardioprotetor (para evitar ou reduzir qualgquer disfuncéo
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do miocdrdio associada a terapéutica); citogquina; féarmaco
dirigido a EGFR (tal como TARCEVA®, IRESSA® ou Cetuximab);
agente anti-angiogénico (especialmente Bevacizumab vendido
pela Genentech com a marca comercial AVASTINM™); inibidor da
tirosina quinase; inibidor de COX (tal como inibidor de
COX-1 ou COX-2); féarmaco anti-inflamatdério ndo esteroidal,
Celecoxib (CELEBREX®); inibidor de farnesil transferase
(tal como Tipifarnib/ZARNESTRA® R115777 disponivel por meio
da Johnson & Johnson ou Lonafarnib SCH66336 disponivel por
meio da Schering-Plough); anticorpo gue liga proteina
oncofetal CA 125, tal como Oregovomab (MoAb B43.13); vacina
HERZ2 (tal como vacina HERZ AutoVac da Pharmexia, ou vacina
de proteina APC8024 da Dendreon, ou vacina de péptido HERZ2
da GSK/Corixa); outra terapéutica direcionadora de HER (tal
como trastuzumab, cetuximab, gelfitinib, erlotinib, CI1033,
GW2016 etc.); Raf e/ou inibidor de ras (veja-se, por
exemplo, documento WO 2003/86467); Doxil; Topetecan;
taxano; GW572016; TLK286; EMD-7200; medicamento que trata
de néusea, tal como antagonista de serotonina, esteroide ou
benzodiazepina; medicamento que evita ou trata de erupgdes
da pele ou terapéuticas contra a acne padrdo, que incluem
antibidético oral ou local; medicamento redutor da
temperatura do corpo, tal como acetaminofen, difenidramina
ou meperidina; fator de crescimento hematopoiético etc.

Dosagens apropriadas para qualquer dos agentes
coadministrados acima sdo as utilizadas atualmente e podem
ser reduzidas devido a acdo combinada (sinergia) do agente
e anticorpo HERZ. O tratamento com a combinagdo da
composicdo de anticorpo HER2 e outro agente terapéutico
pode resultar em beneficio terapéutico sinérgico, ou maior
que aditivo, para o paciente.

Caso seja administrado um agente quimioterdpico, ele
normalmente ¢ administrado em dosagens conhecidas para
tanto ou opcionalmente reduzidas devido a agdo combinada

das farmacos ou efeitos colaterais negativos que podem ser
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atribuidos a administracdo do agente quimioterédpico.
Cronogramas de preparacao e dosagem para esses agentes
gquimioterdpicos podem ser utilizados de acordo com as
instrucgdes dos fabricantes ou conforme determinado
empiricamente pelos peritos na especialidade. Cronogramas
de preparacdo e dosagem para essa quimioterapia também sao
descritos em Chemotherapy Service, FEd. M. C. Perry,
Williams & Wilkins, Baltimore MD (1992).

Além dos regimes terapéuticos acima, o paciente pode
ser submetido a remocdo cirurgica de células cancerosas

e/ou terapéutica de radiacdo.

VII. Depdsito de Materiais

As linhas de células de hibridoma a seguir foram
depositadas na Colecgéo Americana de Culturas Celulares,
10801 University Blvd., Manassas VA 20110-2209, FEstados
Unidos (ATCC) :

Designagdo de ATCC n° Data de Depédsito
Anticorpo

7C2 ATCC HB-12215 17 de Outubro de 1996
7F3 ATCC HB-12216 17 de Outubro de 1996
4D5 ATCC CRL 10463 24 de Maio de 1990
2C4 ATCC HB-12697 8 de Abril de 1999

Pormenores adicionais da presente invencao sao

ilustrados pelo Exemplo ndo limitativo que se segue.

EXEMPLO
CARATERIZACAO DE COMPOSICOES DE PERTUZUMAB

Pertuzumab € um anticorpo monoclonal humanizado
recombinante, gerado com base em estrutura IgGl (d) humana.
Compreende duas cadeias pesadas (448 residuos) e duas
cadeias leves (214 residuos). As duas cadeias pesadas sao

ligadas por dois dissulfetos intercadeias e cada cadeia
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leve ¢é ligada a cadeia pesada por meio de um dissulfeto
intercadeias. Existe um local de glicosilacdo N-ligado na
regido Fc de pertuzumab em Asn-299 das duas cadeias
pesadas. Pertuzumab difere de HERCEPTIN® (Trastuzumab) nas
regides de ligacdo a epitopos da cadeia leve (doze
diferencas de aminoacidos) e da cadeia pesada (trinta
diferencas de aminoédcidos) . Como resultado destas
diferencas, pertuzumab liga-se a um epitopo completamente
diferente sobre o recetor de HERZ. A ligacdo a pertuzumab
ao recetor de HER2 sobre células epiteliais humanas evita a
formagcdo de complexos com outros membros da familia de
recetores de HER (Agus et al., Cancer Cell 2: 127-137
(2002)). Ao blogquear a formacdo de complexos, pertuzumab
evita os efeitos estimulantes do crescimento de ligandos
para 0s complexos (tais como EGF e heregulina).
Experimentos in vitro demonstraram que tanto pertuzumab
quanto pertuzumab- Fab inibem a ligag¢do a heregulina (HRG)
a células MCF7 e que a fosforilacdo estimulada por HRG do
complexo HER2-HER3 pode ser 1inibida por pertuzumab e
pertuzumab-Fab (Agus et al., Cancer Cell 2: 127-137
(2002) ). Além disso, concluiu-se gque a inibicdo in vivo do
crescimento de tumores por pertuzumab e Fab derivado de
polietileno glicol de pertuzumab é compardvel em modelo de
xenoenxerto de cancro dé& prdéstata murino (Agus et al.,
Cancer Cell 2: 127-137 (2002)). Estes dados sugerem que a
regido Fc do anticorpo ndo é necessdria para a inibicdo do
crescimento de tumores e, além disso, a Dbivaléncia e
fungbes efetoras mediadas por Fc nédo sdo necessarias para
atividade bioldégica in vivo ou in vitro.

As amostras a seguir expressas por células de Ovario
de Hamster Chinés (CHO) elaboradas de forma recombinante

foram analisadas:
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Amostra Processo de Fabrico Escala
M ial

ater%a .de Fase I 400 L
Referéncia
Lote S9802A Fase II 2000 L

Materiais de

Desenvolvimento de

Processos (Condugdes Programa de desenvolvimento

1, 2, 3, 5 e 6) clinico, incluindo Fase III 400 L

Nota: 400 L Conducgédo 4 né&o disponivel devido a
contaminacgcdo na cultura de inoculado de 100 L no Dia 2.

ANALISE DE SEQUENCIAS N-TERMINAIS

Realizou-se andlise de sequéncias N-terminais
utilizando métodos de degradacdo Edman padrdo e 0s
resultados sado exibidos no Quadro 24, Quadro 2B e Quadro 2C
para o Material de Referéncia, Lote S9802A, e o material de
desenvolvimento de processos Condugao 1 escala 400 L,
respetivamente. As sequéncias N-terminais esperadas (Figura
3A e Figura 3B) das cadeias leve e pesada foram observadas
em todas as amostras. Sequéncia menor adicional
correspondente a cadeia leve com trés aminodacidos
adicionais Val-His-Ser (VHS) antes da sequéncia N-terminal
esperada também foi detetada nas cinco amostras. A
sequéncia VHS é uma parte do péptido de sinal gque é
removida da proteina a medida que ¢é segregada. Diviséo
alternativa do péptido de sinal resulta na extens&o de VHS
no terminal N de pertuzumab. Nos materiais produzidos
anteriormente para estudos clinicos de Fase I/II, cerca de
2 % a 4 % das moléculas de pertuzumab contém uma das duas
cadeias 1leves que contém a sequéncia VHS N-terminal. O
nivel de cadeias leves com sequéncia VHS N-terminal nestes
materiais (1 % a 2 % de cada cadeia leve), entretanto, foi
baixo demais para ser detetado na andlise de sequéncias N-
terminais. Nas amostras de desenvolvimento de cinco
processos, 0 nivel desta espécie de cadeia leve encontra-se

levemente acima do limite de detecdo da andlise N-terminal
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em cerca de 4 % a 5 %. 0Os dados de sequenciamento N-
terminais para as amostras de desenvolvimento de cinco
processos sao consistentes com 0s resultados
cromatogridficos de permuta de catides, qgque demonstram que
as cinco amostras de desenvolvimento de processos contém
cerca de 9 % das moléculas de pertuzumab, em que uma cadeia
leve contém a extensdao VHS (veja-se Cromatografia de
Permuta de Catides (CEC) a seguir).

Nenhuma outra sequéncia foi detetada (limite de
detecdo estimado em 3 %), o que indica a auséncia de locais

de divisdo interna.

ANALISE ESPETROMETRICA DE MASSA

As amostras de Pertuzumab foram reduzidas com
ditiotreitol e analisadas por meio de espetrometria de
massa por eletropulverizacao - ionizacéo (ESI-MS)
utilizando espetrdmetro de massa PE SCIEX API 3000® para
confirmar que as massas das cadelas leve e pesada sao
consistentes com as suas sequéncias esperadas. Os espetros
de massa reconstruidos para o Material de Referéncia, Lote
S9802A, e o material de desenvolvimento de Pprocesso
Conducédo 1 escala de 400 L sao comparados na Figura 8A e na
Figura 8B. A massa de cadeia leve observada (23.524 Da) ¢é
consistente com o valor previsto a partir da sua sequéncia
para todos os trés materiais. Dois picos menores adicionais
em 23.685 Da e 23.847 Da (161 e 323 Da mais altos que a
massa de cadeia leve, respetivamente) foram observados. O
primeiro pico (23.685 Da) é propenso a surgir da glicacéo
na cadeia leve. O segundo pico (23.847 Da) € observado mais
claramente nos materiais de desenvolvimento de processo de
escala 400 L. Este pico é presumivelmente da cadeia leve
com a extensdo Val-His-Ser (veja-se a Andlise de Sequéncias
N-Terminais acima e a Anadlise Cromatografica de Permuta de

Catides) ou a cadeia leve com dois locais de glicacgao.
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Vadrias massas correspondentes a diferentes formas da
cadeia pesada foram observadas. A substédncia predominante
da cadeia pesada possui massa de 50.532 Da, decorrente da
cadeia pesada que consiste em residuos 1 a 448 com uma
estrutura de oligossacarido GO. Outras formas observadas
incluem a cadeia pesada que contém residuos 1 a 448 com uma

estrutura de oligossacaridos Gl ou G2 (Figura 8B).

HETEROGENEIDADE DE CARGA POR CROMATOGRAFIA DE PERMUTA DE
CATIOES E ELETROFORESE DE ZONA CAPILAR

Utilizou-se cromatografia de permuta de catides (CEC)
para determinar a heterogeneidade de carga em Pertuzumab.
Amostras, antes e depois do tratamento com carboxipeptidase
B (CPB), foram analisadas com coluna de permuta de catides
DIONEX™ (PROPAC WCX-10™, 4 mm x 250 mm), utilizando 20 mM
de tampdo MES, pH 6,0, e gradiente de ©NaCl raso. A
comparagdo de cromatogramas é exibida na Figura 9A (antes
do tratamento com CPB) e na Figura 9B (apds tratamento com
CPB). Diversos picos foram observados em todos os trés
lotes. Para fins de caraterizacdo, os cromatogramas sao
divididos em seis regides (marcadas A até F na Figura 94 e
9B) . As 4reas de pico relativas para as seis regides
encontram-se relacionadas no Quadro 3A e no Quadro 3B. A
quantidade de variante 4cida (na regido A) € mais alta no
Lote S9802A e nos materiais de desenvolvimento de processos
de escala 400 L gue no Material de Referéncia. As variantes
bédsicas na regido C e D, que se demonstrou conterem
Pertuzumab com residuo de lisina C-terminal sobre uma
(regidao C) ou as duas (regidao D) cadeias pesadas, séao
reduzidas no Lote S9802A e nos materiais de desenvolvimento
de processo de escala 400 L em comparacdo com o Material de
Referéncia. Apds o tratamento com CPB, as moléculas com
Pertuzumab com lisina C-terminal com uma ou duas cadeias

pesadas foram convertidas em espécie principal na regido B
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e ndo mais detetadas na regido C e D. Apenas pico pequeno,
cuja identidade ainda nao foil determinada, permaneceu na
regido C apds tratamento com CPB. A variante béasica na
regido E, que se demonstrou surgir a partir das moléculas
de Pertuzumab com uma cadeia leve que contém a extensio

VHS, ¢é mais alta nos materiais de desenvolvimento de

processo de escala 400 L (9 % - 10 %) que no Material de
Referéncia e no Lote 598022 (4 %). Demonstrou-se que a

variante bésica na regido F ¢é Pertuzumab que contém
extensdo VHS N-terminal sobre uma cadeia leve e lisina C-
terminal sobre uma cadeia pesada. Como resultado de niveis
mais altos de variantes 4&cidas e Dbésicas, a espécie
principal na regido B ¢é mais baixa nos materiais de
desenvolvimento de processos de escala 400 L gue no
Material de Referéncia ou no Lote S9802A.

Além da cromatografia de permuta de catides, empregou-
se eletroforese de zona capilar (CZE) para examinar a
heterogeneidade de carga em Pertuzumab. Os picos de CZE
foram identificados e correlacionados com oS picos
observados em andlise de CEC, por meio de andlise de
fragdes de CEC recolhidas individualmente com CZE. AsS
quantidades relativas de variantes de carga determinadas
por CZE e CEC s&o comparaveis para todos os materiais
analisados.

As atividades Dbioldgicas de variantes de carga de
Pertuzumab em diferentes fracdes de CEC aparentemente séo
as mesmas com base em ensaio de antiproliferacdo com base
em células. Desta forma, nao se espera que a
heterogeneidade de <carga em Pertuzumab afete a sua
poténcia. As atividades Dbioldgicas dos materiais de
desenvolvimento de processo de 400 L sd&o comparaveis com as
do Material de Referéncia e Lote S9802A (veja—-se Atividade

Bioldégica e Quadro 4).
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CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

Utilizou-se cromatografia de exclusdo por tamanho
(SEC) para determinar a extensao da agregacao em
Pertuzumab. Amostras foram analisadas em coluna TOSOHAAS
TSK G3000SwWXL™ (7,8 mm x 300 mm). Utilizou-se eluicéao
isocratica (100 mM de fosfato de potéassio, pH 6,8, 0,5
ml/minuto) com absorcdo ultravioleta (UV) monitorizada a
280 nm. Os dados de SEC para o Material de Referéncia, Lote
S9802A e o material de desenvolvimento de processo escala
400 L Condugdo 1 sdo exibidos na Fig. 10. O mondmero
encontra-se consistentemente em mais de 99,6 % por area de

pico e o agregado encontra-se abaixo de 0,3 % em todos os

materiais analisados.

ANALISE DE CE-SDS-LIF

Andlise de eletroforese capilar-dodecil sulfato de
sédio com fluorescéncia induzida por laser (CE-SDS-LIF)
também foi utilizada para determinar a pureza de amostras
de Pertuzumab. Eletroferogramas similares foram observados
para o Material de Referéncia, Lote S9802A e o material de
desenvolvimento de processo escala 400 L Conducdo 1 com e
sem redugdo (Figs. 11A e 11B). Os niveis de cadeia pesada
ndo glicosilada determinados a partir dos eletroferogramas
de materiais reduzidos sdo de 2,6 % a 4,3 % (com relacdo a
cadeia pesada total). As quantidades de agregados nestas
amostras (ndo reduzidas) determinadas por meio de analise
CE-SDS-LIF sdo consistentes com os resultados de SEC.
Nenhuma evidéncia de fragmentos de produtos significativos
ou outras impurezas foi encontrada na anadlise CE-SDS-LIF
dessas amostras. O0s dados de CE-SDS-LIF sugerem dgue O
perfil de impurezas dos materiais de desenvolvimento de
processo de escala 400 L s&o similares aos do Material de
Referéncia e Lote S9802A.
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ANALISE DE SDS-PAGE

A anadlise de eletroforese SDS-gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (4 % - 20 % gel T (Daiichi Pure Chemicals Co.,
Tégquio, Japao) com manchas de SYPRORUBY™) foi realizada
para comparar as amostras reduzidas e intatas do Material
de Referéncia, Lote s$9802A4, e 0S8 materiais de
desenvolvimento de processo de escala 400 L. Nenhuma faixa
nova foi observada nos materiais de desenvolvimento de
processo de escala 400 L, o gque novamente indica que o
perfil geral de impurezas nos materiais de desenvolvimento
de processo de escala 400 L sédo similares ao Material de
Referéncia e Lote S9802A.

ANALISES DE MAPAS DE PEPTIDOS TRIPTICOS E LYS-C

Foram realizadas anédlises de mapas de péptidos
tripticos e Lys- C para examinar e comparar a estrutura
primdria de Pertuzumab no Material de Referéncia, Lote
S9802A e nos materiais de desenvolvimento de processo de
escala 400 L. Parcelas de Pertuzumab reduzido e S-
carboximetilado foram digeridas com tripsina e parcelas de
Pertuzumab reduzido e sulfitolizado foram digeridas com
endoproteinase Lys-C. O digerido de tripsina foi separado
por meio de cromatografia de fase reversa utilizando coluna
VYDAC C-18™ (4,6 mm x 250 mm) com gradiente de 0 % a 60 %
de acetonitrilo. A absorcdo foi monitorizada a 214 nm e as
massas de péptidos foram determinadas por meio de ESI-MS
utilizando THERMO FINNIGAN LCQ™. O digerido de Lys-C foi
separado por meio de cromatografia de fase reversa
utilizando coluna ZORBAX C-8™ (4,6 mm x 150 mm) com

X

gradiente de &lcool isopropilico a 0 %-100 %. A absorcao
foi monitorizada a 214 nm e as massas de péptidos foram
determinadas por meio de ESI-MS utilizando THERMO FINNIGAN
LCQ™,
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Os mapas de péptidos tripticos e Lys-C para o Material
de Referéncia, Lote S9802A, e o material de desenvolvimento
de processo escala 400 L Conducao 1 séao comparados na
Figura 12A e na Figura 12B, respetivamente. Os mapas
tripticos e Lys-C para todos o0s trés materiais séo
essencialmente idénticos. A maior parte dos péptidos foi
identificada por meio de LC-MS e coincidiu com massa de
péptido esperada. Os péptidos tripticos observados
identificaram 97,1 % (436/449) dos residuos de cadeia
pesada e 95,8 % (205/214) dos residuos de cadeia leve. A
cobertura de sequéncias € de 98,4 % (442/449) e 70,6 %
(151/214) para as cadeias pesada e leve, respetivamente, no
mapa de Lys-C. Descobriu-se gque o péptido N-terminal que
contém a extensdo VHS coelui com o péptido N-terminal sem a
extensdo VHS no mapa de péptidos tripticos por LC-MS.
Nenhuma quantidade significativa de péptidos oxidados ou

desamidados foi detetada nos mapas de péptidos.

ATIVIDADE BIOLOGICA

A atividade bioldgica de Pertuzumab foi determinada
medindo-se a sua capacidade de inibir a proliferacdo da
linha de cancro de mama humano MDA-MB-175-VII. O percentual
de atividades especificas obtido para cinco amostras de
desenvolvimento de processo escala 400 L  (Quadro 4)
encontra-se no intervalo de 90 % a 96 % e ¢é similar as
atividades para o Material de Referéncia (100 % ©por
definicdo) e Lote S9802A (98 % relatado no Certificado de
Andlise). Conforme esperado, a heterogeneidade de carga néo
afeta a poténcia de Pertuzumab. Todos os materiais possuem

atividades antiproliferativas comparaveis.

ANALISE DE OLIGOSSACARIDOS N-LIGADOS

Parte da heterogeneidade de massa na cadeia pesada
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surge da glicosilagdo em Asn-299. Para determinar a
heterogeneidade dos oligossacdridos, amostras de Pertuzumab
foram digeridas durante a noite com PNGase F para liberar
0s glicanos N-ligados. Os oligossacéaridos libertados foram
derivados em seguida com o fluoroforo 9-amino-1,4,6-
trissulfonato (APTS). Formas de glicano individuais foram
separadas por meio de eletroforese capilar (CE) (Beckman
P/ACE 5500 CE equipado com capilar revestido Beckman) e
quantificadas com detecdo de fluorescéncia.

Os eletroferogramas da andlise CE dos oligossacaridos
neutros libertados do Material de Referéncia, Lote 598023,
e do material de desenvolvimento de processo Conducdo 1
escala de 400 L sdo exibidos na Figura 13. Para referéncia,
as estruturas de oligossacaridos comumente encontradas em
anticorpos IgGl humanos e resumo da nomenclatura utilizada
sdo incluidos na Figura 14A e 14B. As quantidades relativas
de oligossacaridos em todos os materiais encontram-se
resumidas no Quadro 5.

Os oligossacaridos com estruturas GO e Gl sdo o0s
glicanos predominantes. Picos decorrentes de outras
estruturas de oligossacaridos também foram observados nos
eletroferogramas. Estas estruturas incluem glicoformas G2,
GO-F, G-1, Manb e Gl-1 (ou Man6). Além disso, as isoformas
sdo resolvidas. As distribuicdes de glicanos observados sao
similares em todos os materiais (Quadro 5). Entretanto, em
comparacao com 0s Materiais de Referéncia e os materiais de
desenvolvimento de processo de escala 400 L, o material de
Fase II (Lote S9802A) contém quantidade menor de glicanos
com uma estrutura GO e mais glicanos com uma estrutura Gl.
Apesar das diferencas na distribuicao de glicanos, todos os
materiais possuem atividades Dbioldgicas similares. Além
disso, a alteragcdo da heterogeneidade de glicanos néao
apresentou impacto significativo sobre a afinidade de
ligacdo a Pertuzumab para FcRn (Quadro 6) ou recetores Fc

gama (Quadro 7) (veja—-se Ensaios de Ligagcdo a Recetor FcRn
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e Recetor Fc Gama).

Os oligossacdridos neutros libertados também foram
analisados por meio de espetrometria de massa MALDI-TOF
(MALDI-TOF/MS) . Os espetros MALDI-TOF para 0s
oligossacéaridos neutros libertados do Material de
Referéncia, Lote S9802A, e o material de desenvolvimento de
processo Conducgcdo 1 escala de 400 1L sao comparados na
Figura 15. A estrutura e distribuicdo de glicanos obtida
por meio de andlise MALDI-TOF/MS sdo consistentes com os
resultados de CE.

ANALISE DE CONCENTRAQAO ISOELETRICA DE CAPILARES

Utilizou-se concentragdo isocelétrica de capilares
(cIEF) para determinar o pl de Pertuzumab no Material de
Referéncia, Lote S9802A e no material de desenvolvimento de
processo Conducédo 1 de escala 400 L. Embora as gquantidades
relativas das diferentes substancias carregadas nestes
materiais fossem um tanto diferentes conforme observado na
andlise CEC, concluiu-se que o pl da espécie principal era

de 8,7 em todas as amostras.

ANALISE DE SULFIDRILO LIVRE

O Material de Referéncia, Lote S9802A e o0s materiais
de desenvolvimento de processo de escala 400 L foram
testados para determinacdo do tiol 1livre (residuo de
cisteina ndo emparelhado) utilizando a analise de Ellman. O
nivel de tiol livre estava abaixo do limite de detecao
(cerca de 0,05 mol de tiol livre por mol de proteina) em

todos os materiais testados.

ENSAIO DE LIGAQKO A RECETOR FcRn

As afinidades de ligacdo a recetor FcRn de Pertuzumab
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do Material de Referéncia, Lote S9802A e dos materiais de
desenvolvimento de processo de escala 400 L foram
comparadas utilizando ensaio ELISA similar ao descrito em
Shields et al., J. Biol. Chem. 276: 6591-6604 (2001). O
Material de Referéncia foi wutilizado como padrdo neste
ensaio.

Placas de microtitulos com 96 pogos MAXISORP™ (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) foram revestidas em primeiro lugar com
NEUTRAVADIN™ (Pierce, Rockford IL) a 4 °C durante a noite.
FcRn humano biotinilado foi adicionado em seguida as placas
a 2 pg/ml e incubado durante uma hora. Onze diluigdes
seriais por duas vezes de amostras de Pertuzumab (3,1 a
3200 ng/ml) foram adicionadas as placas e incubadas por
duas horas. Pertuzumab unido foi detetado por meio da
adicdo de F(ab’); anti-IgG humano F (ab’), de cabra marcado
com peroxidase (Jackson ImmunoResearch, West Grove PA) e
utilizando 3,37,5,5" -tetrametil benzidina (TMB) (Kirkegaard
& Perry Laboratories, Gaithersburg MD) como substrato. A
absorcédo foi lida a 450 nm em leitor TITERTEK MULTISKAN™
(MCC/340) (ICN, Costa Mesa CA). A afinidade de ligagdo a
FcRn de Pertuzumab também foi avaliada em segundo formato
ELISA no qual HER2-ECD foi revestido sobre placas. Amostras
de Pertuzumab diluidas em série foram adicionadas as placas
e incubadas por duas horas. As placas foram lavadas e foram
adicionados 2 mg/ml de FcRn humano biotinilado. FcRn unido
foi detetado utilizando estreptavidina-HRP com TMB como
substrato.

Foram determinadas a absorcdo no ponto intermediario
da curva de titulacdo (mid-OD) do padré&o (isto é, Material
de Referéncia) e as concentracgdes correspondentes do padrio
e amostras neste OD intermedidrio. A atividade de ligacéao
relativa foi calculada por meio da divisdo da concentracéo
de OD intermedidria de padrdo pela da amostra.

As afinidades de ligacdo a FcRn relativas obtidas dos

dois formatos de ELISA encontram—-se relacionadas no Quadro
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6. Dados dos dois formatos de ELISA diferentes séao
comparaveis. Embora as distribuig¢des de glicano em
diferentes materiais de Pertuzumab ndo sejam idénticas, as
afinidades de ligacdo a FcRn desses materiais sao
comparaveis, o que indica gue a heterogeneidade de glicano
em Pertuzumab ndo possui efeito aparente sobre a sua

afinidade de ligacdo a FcRn.

ENSAIO DE LIGAQAO A RECETOR Fc GAMA

A ligagcdao a Pertuzumab aos recetores Fc gama (FcyR)
humanos foi determinada por meio de ensaio ELISA de acordo
com Shields et al., J. Biol. Chem. 276: 6591-6604 (2001)
com modificacdes.

IgG monomérico pode ligar-se ao FcyRIa de alta
afinidade (CD64) ; entretanto, 0S8 recetores de Dbaixa
afinidade (FcRyIIa (CD3227), FcyRIIb (CD32B) e FcRyIIla
(CD16)) exigem IgG multimérico para ligacdo significativa.
Portanto, para os testes de 1ligagdo a recetor de baixa
afinidade, multimeros de Pertuzumab foram formados antes do
teste por meio da mistura de cada amostra (200 mg/ml) com
cadeia anti-capa humano de cabra (400 mg/ml; ICN
Biomedical, Irvine CA). FcyR humano foi expresso na forma
de proteina de fusdo recombinante do dominio extracelular
das cadeias alfa recetoras com Gly/His6/GST (glicina/6
histidinas/glutationa-s—-transferase). Placas de teste
blogueadas com albumina de soro bovino (BSA) e revestidas
com anti-GST foram wutilizadas para capturar FcyR. Os
recetores (100 ml a 0,25 mg/ml) foram adicionados as placas
e incubados durante uma hora. Diluigbes em série de
amostras de Pertuzumab (100 ml) foram adicionadas na forma
de mondmeros para FcyRIa e como multimeros para FcyR de
baixa afinidade e as placas foram incubadas por duas horas.
O Pertuzumab unido foi detetado por meio da adicdo de anti-

F(ab’), humano de cabra conjugado com peroxidase de
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rabanete silvestre (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grave PA) e utilizando TMB como substrato. Os valores
ECsg para ligacdo a Pertuzumab ao FcyR foram determinados
por meio de andlise de regressdo ndo linear com modelo de
quatro pardmetros (KaleidaGraph, Synergy Software, Reading
PA). RITUXAN® (Lote C2B81298-2) foi utilizado como
anticorpo de controlo.

Os valores ECsy para ligacdao a Pertuzumab a FcyR
encontram-se resumidos no Quadro 7. Os resultados
demonstram que o Material de Referéncia, Lote S9802A, e os
materiais de desenvolvimento de processo de escala 400 L
possuem afinidades de ligacdo compardveis para FcyR. Estes
resultados sugerem gque a heterogeneidade de glicano em
Pertuzumab né&o apresenta efeitos significativos sobre as

suas afinidades de ligacdo a FcvyR.
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Quadro 2A

Anédlise de Sequéncia N-Terminal de Material de Referéncia de Pertuzumab (nmol de residuo

observado em cada ciclo)

Residuo Ciclo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ALA 0,01 0,01 0,02 0,04 0,04 0,05 0,06 0,07 0,09 0,09 0,10 0,11
ARG 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03 0,04 0,04 0,05 0,06 0,05 0,06
ASN 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,06 0,07
ASP 0,48 0,08 0,03 0,04 0,04 0,04 0,05 0,07 0,07 0,08 0,09 0,10
CYS NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
GLN 0,00 0,01 0,92 0,13 0,04 0,46 0,13 0,07 o,08 0,08 0,08 0,09
GLU 0,49 0,05 0,13 0,03 0,03 0,51 0,12 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08
GLY 0,01 0,01 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05 0,30 0,35 0,36 0,13 0,09
HIS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02
ILE 0,00 0,48 0,06 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04 0,04
LEU 0,00 0,03 0,04 0,43 0,11 0,08 0,09 0,11 0,12 0,13 0,62 0,26
LYS 0,00 0,00 0,03 0,00 0,0 0,06 0,07 0,08 0,08 0,09 0,00 0,12
MET 0,00 0,00 0,00 0,53 0,07 0,02 0,02 0,02 0,02z 0,02 0,02 0,02
PHE 0,00 0,01 0,02 0,02 0,03 0,04 0,05 0,05 0,06 0,07 0,07 0,08
PRO 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,04 0,05 0,32 0,13 0,09 0,09 0,10
SER 0,01 0,01 0,03 0,04 0,05 0,07 0,56 0,16 0,30 0,33 0,18 0,28
THR 0,00 0,01 0,00 c,04 0,33 0,12 0,07 0,07 0,08 0,09 0,10 0,10
TRP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02
TYR 0,01 0,01 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,08 0,09 0,10 0,11 0,13
VAL 0,01 0,51 0,08 0,10 0,53 0,15 0,11 0,12 0,14 0,15 0,16 0,51
Cadeia QsP  ILE GLN MET IHR GLN SER PRO  SER  SER  LEU  SER
Leve
Cadeia GLU VAL GLN LEU VAL GLU SER GLY GLY GLY LEU VAL
Pesada

Nota: S&o proporcionados os nanomoles de residuos de aminocidcidos de fenil-tio-hidantoina
observados em cada ciclo. Os residuos da cadeia pesada sdo proporcionados em negrito e
os residuos da cadeia leve sido sublinhadas. Cerca de 0,5 nmol de proteina foram
carregados, equivalentes a 1,0 nmol de cada uma das cadeias leve e pesada. Cisteina

(CYS) nédo é observada na andlise de sequéncias.
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Quadro 2B

Andlise de Sequéncia N-Terminal de Pertuzumab Lote S9802A (nmol
de residuo observado em cada ciclo)

Residuo Ciclo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ALA 0,01 0,01 0,03 0,04 0,06 0,06 0,08 0,09 0,11 0,12 0,14 0,14
ARG 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,03 0,05 0,05 0,06 0,07 0,07 0,08
ASN 0,00 0,00 0,01 0,02 0,02 0,02 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
ASP 0,61 0,12 0,04 0,05 0,05 0,06 0,07 0,09 0,09 0,10 0,11 0,13
CYS NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
GLN 0,00 0,01 1,11 o0,22 0,06 0,55 0,19 0,10 O,11 0,11 0,11 0,12
GLU 0,61 0,09 0,15 0,05 0,04 0,61 0,19 0,10 0,09 0,10 0,10 0,11
GLY 0,01 0,01 0,04 0,04 0,06 0,06 0,07 0,37 0,44 0,46 0,19 0,13
HIS 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02
ILE 0,00 0,56 0,10 0,02 0,04 0,04 0,03 0,04 0,05 0,05 0,05 0,06
LEU 0,00 6,04 0,05 0,51 0,17 0,11 0,12 0,14 0,15 0,17 0,76 0,37
LYS 0,00 0,00 0,04 0,00 0,06 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12 0,00 0,16
MET 0,00 6,00 0,01 0,61 0,12 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03
PHE 0,00 0,01 0,03 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,09 0,10
PRO 0,00 6,01 0,02 0,03 0,05 0,06 0,06 0,37 0,18 0,12 0,12 0,13
SER 0,01 0,02 0,04 0,05 0,06 0,08 0,63 0,24 0,36 0,41 0,24 0,35
THR 0,00 6,01 o,00 0,05 0,39 0,17 0,10 0,10 0,11 0,12 0,13 0,14
TRP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
TYR 0,16 0,07 0,05 0,06 0,07 0,08 0,10 0,10 0,12 0,13 0,14 0,16
VAL 0,02 0,58 0,13 0,12 0,62 0,22 0,15 0,16 0,18 0,20 0,21 0,62
Cadeia ASP ILE GLN MET THR GLN SER PRO SER SER LEU SER
Leve o T
Cadeia GLU VAL GLN LEU VAL GLU SER GLY GLY GLY LEU VAL
Pesada

Nota: S&do proporcionados os nanomoles de residuos de aminodcidos de fenil-tio-
hidantoina observados em cada ciclo. Os residuos da cadeia pesada séo
proporcionados em negrito e os residuos da cadeia leve sdo sublinhadas. Cerca
de 0,5 nmol de proteina foram carregados, equivalentes a 1,0 nmol de cada uma
das cadeias leve e pesada. Cisteina (CYS) ndo ¢é observada na andlise de
sequéncias.
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Quadro 2C

An&dlise de Sequéncia N-Terminal de Pertuzumab Conducdoc 1 de Escala de 1400 L (nmol de
residuo observado em cada ciclo)
Residuo Ciclo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ALA 0,01 0,02z 0,03 0,05 0,06 0,06 0,08 0,10 0,11 0,13 0,14 0,14
ARG 0,03 0,05 0,07 0,09 0,17 0,15 0,20 0,23 0,24 0,29 0,30 0,33
ASN 0,00 0,00 0,01 0,02 0,02 0,03 0,04 0,06 0,07 0,08 0,09 0,09
ASP 0,8 0,08 0,05 0,11 0,08 0,09 0,11 0,15 0,14 0,16 0,18 0,19
cYS NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
GLN 0,00 0,01 1,17 0,11 0,05 0,60 0,12 0,09 0,14 0,12 0,11 0,12
GLU 0,68 0,05 0,19 0,04 o0,04 0,62 0,15 0,10 0,10 0,11 0,11 0,12
GLY 0,01 0,01 0,05 o0,04 0,08 0,07 0,07 0,37 0,42 0,44 0,16 0,13
HIS 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 ©,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03
ILE 6,00 0,56 0,03 0,02 90,07 0,04 0,03 0,04 0,05 0,06 0,05 0,06
LEU 0,00 0,04 0,0 0,512 0,15 0,12 0,13 0,15 0,16 0,18 0,79 0,31
LYsS 0,00 0,00 0,04 0,0 0,08 0,09 0,10 0,12 0,14 0,15 0,17 0,19
MET 0,00 0,00 0,01 0,65 0,04 0,02 0,05 0,03 0,02 0,02 0,03 0,03
PHE 0,00 0,01 0,03 0,03 0,05 0,05 0,07 0,08 0,08 0,09 0,10 0,11
PRO 0,00 0,01 0,02 0,04 0,05 0,06 0,07 0,41 0,14 0,11 0,13 0,14
SER 0,01 0,02 0,07 0,06 0,08 0,10 0,76 0,21 0,43 0,48 0,23 0,42
THR 0,00 6,01 o0,00 0,06 0,57 0,18 0,12 0,16 0,16 0,17 0,18 0,19
TRP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03
TYR 0,00 0,02 0,04 0,06 0,07 0,08 0,10 0,11 0,13 0,14 0,15 0,17
VAL 0,04 0,56 0,10 0,13 0,62 0,19 0,15 0,17 0,19 0,21 0,22 0,62
Cadeia Leve ~ ASP ILE GLN MET THR GLN SER PRO SER SER LEU  SER
Cadeia Pesada GLU VAL GLN LEU VAL GLU SER GLY GLY GLY LEU VAL
VHS-Cadeia VAL HIS SER ASP ILE GLN MET THR GLN SER PRO SER
Leve

Nota: S&o proporcionados os nanomoles de residuocs de aminodcidos de fenil-tio-hidantoina

observados em cada ciclo. 0Os residuos da cadeia pesada sio proporcionados em negrito e

os residuos da cadeia leve séo

carregados, equivalentes a 1,0 nmol de cada uma das

sublinhadas.

(CYS) nédo é observada na anadlise de sequéncias.

Cerca

de

0,5

cadeias

nmol de

leve e pesada.

proteina

foram

Cisteina
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Quadro 3A

Andlise Cromatogréfica de Permuta de Catides de Pertuzumab Nativo (% de
drea de pico)

Amostra Pico de Variante de Permuta de ides

A B C D E F
Material de
referéncia 10 73 10 3 3 0,4
S9802A 20 68 5 2 4 0,2
Escala 400 L 16 65 5 2 10 0,9
Condugao 1
Escala 400 L 15 67 5 2 9 0,6
Condugao 2
Escala 400 L 15 67 6 2 10 0,6
Conducédo 3
Escala 400 L 15 67 5 2 9 0,5
Conducgdo 5
Escala 400 L 13 63 9 3 9 0,6
Conducdo 6

Nota: 400 L Condugdo 4 ndo disponivel devido a contaminagdo do
inoculado de 100 L no Dia 2.

Quadro 3B

Andlise Cromatogréfica de Permuta de Catides de Pertuzumab Digerido por
CPB (% de area de pico)

Amostra Pico de Variante de Permuta de ides

A B C D E F
Material de 11 78 4 ND 4 ND
referéncia
S9802A 20 71 3 ND 4 ND
Escala~400 L 17 68 3 ND 10 ND
Condugao 1
Escala 400 L 15 71 3 ND 9 ND
Condugédo 2
Escala 400 L 15 71 3 ND 10 ND
Conducgdo 3
Escala 400 L 17 70 3 ND 9 ND
Conducdo 5
Escala 400 L 16 71 3 ND 9 ND
Condugdo 6

Nota: Fragdes A até F sdo definidas na Figura 9B. Todos os valores sdao
arredondados até dois algarismos significativos. Os totais de qualquer
fileira podem n&o somar 100 % devido ao arredondamento. 400 L Condugdo
4 nao disponivel devido a contamina¢do do inoculado de 100 L no Dia 2.

ND = Ndo detetado ou ndo pode ser integrado.
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Quadro 4
Atividades Especificas de Pertuzumab por um Ensaio de Anti-
Proliferacdo Com Base em Células
Atividade Especifica

Material (%) FCV
Material de referéncia 1007 -
39802A 98> 10

Escala 400 L Conducdo 1 96° 18
Escala 400 L Condugdo 2 90° 11
Escala 400 L Condugdo 3 96° 17
Escala 400 L Condugdo 5 96° 3
Escala 400 L Condugdo 6 95° 3

Nota: 400 L Condugdo 4 nédo disponivel devido a contaminag¢do da cultura
de inoculado 100 L no Dia 2.
° Por definicdo, a atividade especifica do Material de Referéncia é 100

[

Valor relatado para o Lote S9802A.
Valor representa a média de trés ensaios.

c

Quadro 5

Distribuig¢do de Estruturas de Oligossacaridos em Pertuzumab
Determinadas por CE

Amostra $GO-F %$G-1 $Manb $G0 $%$Man6 + %G1® $G2
$G1-1
Material de referéncia 1 4 1 71 2 19 2
$9802A 1 4 1 62 2 27 3
Escala 400 L Condugao 1 2 6 1 73 3 15 2
Escala 400 L Condugao 2 1 6 1 77 2 13 1
Escala 400 L Condugdo 3 2 6 1 74 4 14 1
Escala 400 L Condugdo 5 1 5 1 71 2 18 1
Escala 400 L Conducgdo 6 1 5 1 71 3 18 1

Nota: 400 L Condugdo 4 ndo disponivel devido a contaminagdo da cultura
de inoculado 100 L no Dia 2.
° Soma dos dois isdémeros GBL.
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Quadro 6
finidades de Ligagdo relativas de Pertuzumab para FcRn
Afinidade de Ligag¢do Relativa®

Amostra Formato de Revestimento Formato de Revestimento
NeutrAvidin Her2ECD

Material de Referéncia 1,00 1,00

(Padrdo)

S9802A 1,34 1,30

Escala 400 L Condugao 1 1,04 1,22

Escala 400 L Condugao 2 1,09 1,31

Escala 400 L Condugao 5 1,22 1,36

Escala 400 L Condugdo 6 1,06 1,29

Nota: 400 L Conducdo 4 ndo disponivel devido a contaminac¢do da cultura
de inoculado 100 L no Dia 2.

° A absorgdo no ponto intermedidrio da curva de titulagdo (OD
intermedidrio) do padrdo (isto ¢é, Material de Referéncia) e das
concentragdes correspondentes de padrao e amostras neste OD
intermedidrio foi determinada. A afinidade de ligacdo relativa foi
obtida dividindo-se a concentragdo de OD intermedidrio de padrdo pela
da amostra.

Quadro 7

Valores de ECs, para Ligagdo de Pertuzumab a Recetores de Fc Gama
ECsy (pg/ml)

FcyRIa FcyRITa EFcyRIIb FcyRIIIa FcyRIIIa
(F158) (V158)

lAmostra Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Material 0,0081 10,0014 5,8 1,8 57 17 14,0 1,4 1,8 0,1
de
Referéncia
S9802A 0,0078 0,0020 5,4 1,9 45 17 7,8 0,3 1,1 0,1
Escala 400 0,0079 0,0013 5,4 1,5 70 25 8,4 0,9 1,2 0,1
L Cond. 1
Escala 400 0,0074 0,0016 5,8 1,6 54 18 10,4 0,7 1,4 0,2
L Cond. 2
Escala 400 0,0075 0,0015 5,5 1,1 54 10 8,2 0,9 1,2 0,1
L Cond. 3
Escala 400 0,0076 0,0011 6,1 2,7 50 12 10,9 1.5 1,4 0,2
L Cond. 5
Escala 400 0,0080 0,0005 6,2 1,9 44 1 10,3 0,9 1,4 0,2
L Cond. 6
Nota: A média e o desvio padrdo (DP) foram obtidos a partir de condugdes
miltiplas do teste (N = 4). O recetor de FcyRIIIa possuil duas versdes: F158 e
V158.

400 L Conducgdo 4 ndo disponivel devido a contaminagdo da cultura de inoculado
de 100 L no Dia 2.
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REIVINDICACOES

1. Uma composicao que compreende:

(a) um anticorpo HER2 de espécie principal que se liga ao
dominio II de HER2, e compreende uma sequéncia de
aminodcidos de cadeia leve wvaridvel proporcionada como
SEQ ID NO:3 e uma sequéncia de aminodcidos de cadeia
pesada variavel proporcionado como SEQ ID NO:4; e
(b) uma variante de anticorpo que compreende o anticorpo
HER2 de espécie principal e uma extensdo lider amino-
terminal gque compreende VHS- numa cadeia leve da variante
de anticorpo,

em que 5 de % a cerca de 15 % das moléculas de anticorpo na

composicdo compreendem a extensdo lider amino-terminal,

conforme quantificada pela andlise de permuta de catides.

2. A composicao de acordo com a reivindicagéo 1, em que a
extensdo lider amino-terminal ¢é em duas cadeias leves da

variante de anticorpo.

3. A composicdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou
reivindicagdo 2, em que o anticorpo HER2Z de -espécie
principal e a variante de anticorpo sado ambos anticorpos

intatos.

4, A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em qgque o© anticorpo HER2 de
espécie principal compreende sequéncias de aminoadcidos de

cadeia leve e pesada nas SEQ ID N° 15 e 16, respetivamente.

5. A composicédo de acordo com qgqualqguer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a extensdo lider amino-

terminal consiste em VHS-.



EP1771482B1

6. A composicdo de acordo com a reivindicacao 4, que
compreende ainda uma segunda variante do anticorpo HER2 de
espécie principal, em gque a segunda variante do anticorpo
HER2 de espécie principal é selecionada a partir do grupo

que consiste em:

(i) o anticorpo HER2 de espécie principal que compreende
um residuo de lisina C-terminal nas duas cadeias pesadas
do mesmo,

(ii) o anticorpo HER2 de espécie principal gque compreende
Asn-386 e/ou Asn-391 desamidado numa ou duas cadeias
pesadas do mesmo, e

(iidi) o anticorpo HER2 de espécie principal que
compreende um residuo de metionina oxidado na Met-254 da
SEQ ID NO:16.

7. A composicdo de qualquer uma das reivindicagbes
anteriores, que compreende ainda uma variante de
glicosilacdo do anticorpo HERZ2 de espécie principal, em que
a variante de glicosilacdo €& selecionada a partir do grupo
que consiste em (i) o anticorpo HER2 de espécie principal
que compreende uma estrutura de oligossacarido Gl ou G2

unida a uma regido Fc do mesmo;

(ii) o anticorpo HER2 de espécie principal gque compreende
uma fracdo de hidrato de carbono unida a uma cadeia leve
do mesmo;

(iii) o) anticorpo  HER2 de espécie principal que
compreende uma cadeia pesada nao glicosilada; e

(iv) o anticorpo HER2 de espécie principal com uma
estrutura de oligossacéarido sialidada unida a uma regiéo

Fc do mesmo.

8. A  composicédo de qualgquer uma das reivindicacdes

anteriores, em gque o anticorpo HERZ2 de espécie principal se
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liga a juncéo entre dominios I, II e III de HERZ2.

9. Um anticorpo que compreende:

(a) uma cadeia leve gue compreende uma sequéncia de
aminodcidos proporcionada como SEQ ID NO: 23, ou uma
variante desamidada e/ou oxidada do mesmo; e

(b) uma cadeia pesada que compreende uma sequéncia de
aminodcidos proporcionada como SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO.

24, ou uma variante desamidada e/ou oxidada do mesmo.

10. Uma formulacao farmacéutica que compreende a
composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 8, ou o anticorpo de acordo com a reivindicacgcdo 9 num

portador farmaceuticamente aceitéavel.

11. Uma formulacao farmacéutica de acordo com a
reivindicagdo 10, para utilizacgdo num método de tratamento
de cancro que expressa HER2 num paciente que compreende
administrar a formulacdo farmacéutica ao paciente numa

quantidade eficaz para tratar o cancro.

12. Utilizacdo de uma composicdo de acordo com gualguer
uma das reivindicagdes 1 a 8, ou o anticorpo de acordo com
a reivindicacédo 9, no fabrico de um medicamento para tratar

0 cancro que expressa HER2.

Lisboa, 27 de Outubro de 2014
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VARIAVEL LEVE
10 20 3D 40
2048 BTVMTQEHKIMSTS?GDRVSITC [KASGDVEIGYAJ H‘:’QQRF
& kEdE R
5748 DICMTOS PSS LEASVERRVYTITC [R&SQDVSISVM WYQURR

ik A%

hum XTI DICHTGSESSLEASVEORVIIIC [RASOSISHYLA] WYQOKP

59 &0 T ag

2C4 GQS PRLLIY {BASYRYT] S&*FDR ETEEES ETBF‘TE‘?I SSVOR

* * %

574 GHAPKELIY [SASYRYT) \:VPSRFSGSGSGTDFT&TIBELQI*
* Ed%kR

hom &I GKARPRLLIY [ARBSLES] GVRSRFIGSGSGIRFTLTISSLOP

90 160

e EDLIWYY{I [GOYYIYPYT] FGEGTKLEKK {SEG 1D W01}
574 EDFATYYC [QOYYIYEYT] FGQ(‘;’*‘K\FETB. {SEQG ID NO:3)

¥R F
hum xI EDFATYYC [QOYNSLPWRT] FOUOTKVEIR {SEQ ID HO: 5}

Fig. 2A
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ok & X
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5@ a 34 w B

2¢4 H{SK&I.EWIG {DUMPREGESTYNQREKG] ERSLYVDRSSRIVIM

* khd Rk Kkdk #

a4 PGKGLE&VA [DVRPNSGESIYNQRFEG) RFTLSVDRSENTLYL
dkdhkd kEE FRER * x4

e FIT  POKGLEWVA [VISGLGGSTYYADSVKG] RFTISRDWSKHTLYL

abc 8¢ 168abk 310
208 ELESLTFRUTAVYYCRR {NLGESFYFDY) WGQGTTMTVSS {SRQ ID NO:2}
R X &K
574 OMHNSLEAEDTAVYYCAR [NLGPIFYFDY] WOQETLVIVES {38Q ID HO:4}

LR R )

hom IIT  OMMSLRAEDTAVYYCAR [GRVCYSLYDY} WOQGTLVIVSS (SEQ ID ¥O:6)

Fig. 2B



EP1771482B1
3/23

Sequéncia de Aminoacido para Cadeia Leve de Perfuzumab
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Sequéncia de Amincécido para Cadeia Pesada de Pertuzumab
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Trastuzumab Pertuzumab
Herceptin Omnitarg

* {iga-se ao IV provimo ao Jk. =+ liga-se ao H na inferface de dimerizagdo

* Protege contra o refiigio do recelor * W&o impede o refigio do recetor

* Afeta moderadamente a modulacdo « Afeta moderadamente a modulagio negativa
niegativa do recelor do recelor

* Efeito leve na fungéio do HER2 como « Efeito maior na fungéo do HER
co-recepior CORW UM co-recepior

A g

FIG. 7
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Analise de cromatografia de permuia catidnica de Perfuzumab Nativo
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Analise de cromatografia de permuta catidnica de Pertuzumab CPB Digestivo
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Anglise cromatografico de exclusdoe por famanho de pertuzumab
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Analise de CE-SDS-LIF de Perfuzumab reduzido
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Andlise CEdos ofigossacaridos N -figados Hbertados de Pertuzumab
Tragos revertidos: Alinhados
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