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RESUMO

“Uso de inibidores de ErbB3 no tratamento de cancro da
mama triplo negativo”

Proporcionam-se métodos para suprimir o crescimento de
tumores da mama triplo negativo e tumores da mama do tipo basal
por contacto de células de tumor com um inibidor de ErbB3, e.g.,
um anticorpo anti-ErbB3. Também se proporcionam métodos para
tratar cancro da mama triplo negativo ou cancro da mama de tipo
basal num doente por administracdo ao doente de um inibidor de
ErbB3, e.g., um anticorpo anti-ErbB3. 0Os métodos de tratamento
podem compreender adicionalmente seleccionar um doente com um
cancro da mama triplo negativo ou cancro da mama de tipo basal
e seguidamente administrar um inibidor de ErbB3 ao doente. Os
métodos de tratamento podem também compreender adicionalmente
administrar pelo menos um agente anti-cancro adicional ao doente
em combinacdo com o inibidor de ErbB3.
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DESCRICAO

“Uso de inibidores de ErbB3 no tratamento de cancro da
mama triplo negativo”

Campo da invencao

Este pedido refere-se ao uso de inibidores de ErbB3 no
tratamento de cancros da mama triplo negativo.

Antecedentes

O cancro da mama estd entre o0s cancros mails comuns em
mulheres e é a quinta causa mais comum de mortes por cancro.
Devido a heterogeneidade dos cancros da mama, a sobrevivéncia
livre de progressao a 10 anos pode variar grandemente com O
estdgio e o tipo desde 98% a 10%. Diferentes formas de cancros
da mama podem ter caracteristicas bioldgicas e comportamentos
clinicos nitidamente diferentes. Assim, a classificacdo do
cancro da mama de um doente tornou-se uma componente critica
para determinar um regime de tratamento. Por exemplo,
conjuntamente com a classificacdo do tipo histoldgico e grau,
0s cancros da mama sao agora avaliados rotineiramente para
expressdo de receptores de hormona (receptor de estrogénio (ER)
e receptor de progesterona (PR)) e para expressao de HER2
(ErbB2), dado estarem  presentemente disponiveis varias
modalidades de tratamento que tém com alvo receptores hormonais
ou o receptor de HERZ2. ER e PR sdo ambos receptores nucleares
(localizam-se predominantemente no nucleo celular, apesar de
também se poderem encontrar na membrana celular) e tém-se
desenvolvido pequenos inibidores moleculares que tém como alvo
ER e/ou PR. O HER2 ou receptor de tipo 2 de factor de crescimento
epidérmico humano, ¢é um receptor normalmente localizado a
superficie celular e tém-se desenvolvido para uso terapéutico
anticorpos que tém como alvo HER2. O HER2 é o unico membro da
familia EGFR (que também inclui HER1 (EGFR), HER3 (ErbB3) e
HER4 (ErbB4) que nédo € capaz por si préprio de se ligar a um
ligando de activacdo. Assim o HER2 € apenas funcional como
receptor quando incorporado num complexo de receptor
heterodimérico com outro membro da familia EGFR, tal como HERS3.
Os cancros que se classificam como expressando o receptor de
estrogénio (positivos para receptor de estrogénio ou tumores
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ER+) podem ser tratados com um antagonista de Er tal como
tamoxifeno. De igual modo, o0s cancros da mama classificados
como expressando niveis elevados de receptor HER2 podem tratar-
se com um anticorpo anti-HERZ2, tal como trastuzumab ou com um
inibidor de tirosina cinase activo para receptor HER2 tal como
lapatinib.

Cancro da mama triplo negativo (TN) €& uma expressao usada
para designar um subtipo de carcinomas da mama bem definidos e
clinicamente relevantes que representam aproximadamente 15% de
todos o©0s casos de cancro da mama. Os tumores TN apresentam
pontuacdo negativa (i.e., usando métodos e critérios de
histopatologia convencional) para expressido de ER e PR e nao
expressam niveis amplificados de HER2 (i.e., sdao ER, PR, HER2"
). O ~cancro da mama TN compreende ©principal, mas nao
exclusivamente, um subtipo de cancro da mama distinto dos pontos
de vista molecular e histopatoldgico conhecido como subtipo de
tipo basal (BL). O subtipo BL também se caracteriza pela
expressdo de citoqueratinas (e.g., CK, CK5/6, CKl14, CK17) e
outras proteinas presentes em células da mama normais
basais/mioepiteliais. Contudo, além do subtipo BL, determinados
outros tipos de cancros da mama, incluindo alguns “de tipo mama
normal”, carcinomas metaplésicos, carcinomas medulares e
tumores do tipo de gléandulas salivares podem também apresentar
o fendétipo triplo negativo (TIN). Além disso, os cancros da mama
TN ocorrem mais frequentemente na presenca de mutacgdes BRCAL e
em mulheres na pré-menopausa de descendéncia aficano-americana
ou hispénica. Os tumores TN apresentam tipicamente um
comportamento muito agressivo, com sobrevivéncia apds recidiva
mais curta e taxas de sobrevivéncia totais fracas relativamente
a outros tipos de cancro da mama.

Nem todos os cancros da mama BL sdao TN. Os tumores da mama
de tipo basal s&o um tipo de tumor heterogéneo que & responsavel
por até 15% de todos os cancros da mama e apresenta um
comportamento clinico agressivo que os torna particularmente
dificil de tratar com sucesso. A maioria dos cancros da mama BL
sdo ER-, PR- e baixo HER2 (HER2''T ou negativo para HER2). Além
disso, expressam tipicamente proteinas encontradas em células
da mama normais basais (mioepiteliais). Estas incluem
citoqueratinas de elevado peso molecular (e.g., 5/6, 8, 14, 17
e 18), p-caderina, caveolinas 1 e 2, nestina, B cristalina e
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EGFR. Além disso, as células de tumor BL ndo tém tipicamente
capacidade de reparacdo de ADN por recombinacdo homdéloga
competente.

Histologicamente, a maioria dos cancros da mama BL s&o do
tipo IDC-NST, grau histoldégico elevado e apresentam indices
mitdédticos muito elevados. Tém também tipicamente =zonas
necréticas ou fibrdéticas centrais, bordos em alargamento,
infiltrados linfociticos evidentes e caracteristicas medulares
tipicas/atipicas e geralmente apresentam caracteristicas
semelhantes as do carcinoma de células escamosas da cabeca e do
pescoco induzido por virus do papiloma humano.

Uma grande maioria dos carcinomas da mama medulares e
medulares atipicos, metapldsicos, secretores, mioepiteliais e
adendides cisticos também apresentam caracteristicas BL.

Dada a auséncia de expressdo de receptores de hormona ou de
quantidades significativas de HER2 em células de cancro da mama
TN, as opc¢des de tratamento tém sido muito limitadas dado que
0s tumores nao sdo sensiveis a tratamentos que tém como alvo ER
(e.g., tamoxifeno, 1inibidores de aromatase) ou HERZ2 (e.qg.,
trastuzumab). Por sua vez, tratam-se estes tumores com regimes
de quimioterapia neocadjuvante e adjuvante convencionais, que
tém eficdcia limitada e muitos efeitos secunddrios citotdxicos.
Além disso, tais regimes de qguimioterapia podem levar a
resisténcia a farmacos nos tumores e o risco de recorréncia da
doenca em cancros da mama TN é maior nos primeiros trés anos de
tratamento do que para os outros tipos de cancros da mama.

Os cancros da mama de tipo basal sdo também dificeis de
tratar e estdo associados com progndsticos fracos, apesar dos
carcinomas cisticos adendides BL estarem geralmente associados
com melhores resultados clinicos, o seu uso para fabrico.

Em face do exposto, ha& necessidade de opc¢des de tratamento
adicionais e métodos para tratar cancros da mama triplo negativo
e cancros da mama BL.
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Sumario

Proporcionam-se aqui métodos para tratar cancros da mama
triplo negativo (e.g., tumores), incluindo cancros da mama de
tipo basal (e.qg., tumores), assim como composicdes
farmacéuticas que podem ser usadas em tais métodos. 0Os métodos
e composicdes baseiam-se, pelo menos parcialmente, na
constatacdo que a inibicdo de ErbB3 pode suprimir o crescimento
de células de cancro da mama TN tais como células de cancro da
mama TN BL. Em particular, demonstra-se que a administracao de
anticorpo anti-ErbB3 suprime o crescimento de células de cancro
da mama TN in vivo.

Assim, proporciona-se o uso de um inibidor de ErbB3 (e.g.,
seu uso para o fabrico de um medicamento) para o tratamento de
cancro da mama TN, tal como cancro da mama TN BL. Noutro aspecto,
proporciona-se um método de suprimir crescimento de um tumor de
cancro da mama TN, tal como um tumor de cancro da mama TN BL,
compreendendo o método por em contacto o tumor com uma
quantidade eficaz de um inibidor de ErbB3. Noutro aspecto,
proporciona-se um método de suprimir crescimento de um tumor de
cancro da mama TN, tal como um tumor de cancro da mama TN BL,
num doente, compreendendo o método administrar ao doente uma
quantidade eficaz de um inibidor de ErbB3. Ainda noutro aspecto,
proporciona-se um método de tratamento de um doente para um
tumor de cancro da mama TN, tal como um tumor de cancro da mama
TN BL, compreendendo o método administrar ao doente uma
quantidade eficaz de um inibidor de ErbB3. Ainda noutro aspecto,
proporciona-se um método de tratamento de um tumor de cancro da
mama, tal como um tumor de cancro da mama TN BL, num doente,
compreendendo o método: seleccionar um doente com um tumor de
cancro da mama triplo negativo, tal como um tumor de cancro da
mama TN BL; e administrar ao doente uma quantidade eficaz de um
inibidor de ErbB3.

O inibidor de ErbB3 é um anticorpo anti-ErbB3. Um exemplo
de anticorpo anti-ErbB3 ¢é MM-121 (Ab n¢6), compreendendo
sequéncias VH e VL tal como apresentado em SEQ ID NOs: 1 e 2,
respectivamente. Outro exemplo de anticorpo anti-ErbB3 & um
anticorpo compreendendo, opcionalmente na ordem de amino
terminal para carboxilo terminal, as sequéncias CDR1, CDR2 e
CDR3 de VH tal como apresentado em SEQ ID NOs: 3-5,
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respectivamente e opcionalmente na ordem de amino terminal para
carboxilo terminal, as sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3 de VL tal
como apresentado em SEQ ID NOs: 6-8, respectivamente. Noutras
concretizacgdes, o anticorpo anti-ErbB3 é Ab n¢ 3 (compreendendo
sequéncias Vg e Vi tal como apresentado em SEQ ID NOs: 9 e 10,
respectivamente), Ab n¢ 14 (compreendendo sequéncias Vg e Vi tal
como apresentado em SEQ ID NOs: 17 e 18, respectivamente), Ab
ne¢ 17 (compreendendo sequéncias Vg e Vi tal como apresentado em
SEQ ID NOs: 25 e 26, respectivamente) ou Ab n? 19 (compreendendo
sequéncias Vg e Vi tal como apresentado em SEQ ID NOs: 33 e 34,
respectivamente). Ainda noutras concretizagdes, selecciona-se
o anticorpo anti-ErbB3 do grupo que consiste de mAb 1B4C3, maAb
2D1D12, AMG-888 e mAb 8B8 humanizado. Noutra concretizacao, a
administracdo do anticorpo anti-ErbB3 inibe o crescimento ou
invasdao ou metastizacdo do tumor.

Os métodos aqui proporcionados podem ser usados no
tratamento de cancros da mama TN de varios fendtipos
histopatoldgicos diferentes. Por exemplo, numa concretizacgdao,
o tumor de cancro da mama triplo negativo caracteriza-se
histopatologicamente como apresentado um fendtipo do tipo
basal. Noutra concretizacdo, o tumor de cancro da mama TN
caracteriza-se histopatologicamente como apresentado um
fendétipo distinto de BL.

Em cada um dos métodos e composicdes anteriores, o inibidor
de ErbB3 pode estar compreendido numa formulacdo compreendendo
um transportador farmaceuticamente aceitével.

Noutro aspecto, 0s métodos de tratamento agui
proporcionados compreendem adicionalmente administrar ao doente
pelo menos um agente anti-cancro adicional que ndo é um inibidor
de ErbB3. Numa concretizacdo, o pelo menos um agente anti-cancro
adicional compreende pelo menos um fadrmaco quimioterapéutico,
tal como um ou mais fadrmacos seleccionados do grupo que consiste
de féarmacos guimioterapéuticos baseados em platina, taxanos,
inibidores de tirosina cinase e suas combinacdes. Fol agora
observado que no subconjunto de cancros da mama TN que testam
como HER24f, o tratamento com agentes anti-HER2 tal como
trastuzumab, pertuzumab ou lapatinib pode proporcionar
beneficios quando utilizado em combinacdo com anticorpos anti-

ErbB3. Assim noutro aspecto, o0s métodos de tratamento aqui
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proporcionados compreendem administrar adicionalmente ao doente
uma quantidade eficaz de pelo menos um agente anti-cancro
adicional que é um agente anti-HER2. Tais agentes anti-HER2 sao
bem conhecidos e podem incluir um ou mais dos anticorpos anti-
ErbB2 tal como C6.5 (e o0s seus numerosos derivados) descrito em
patente US 5 977 322, trastuzumab, tal como descrito em patente
US 6 054 297 e pertuzumab, tal como descrito em patente US 6
949 245; assim como agentes anti-HER2 que sdo moléculas pequenas
tal como lapatinib (que também inibe EGFR tirosina cinase) e
AG879.

Noutra concretizacdo, o pelo menos um agente anti-cancro
adicional compreende um inibidor de EGFR, tal como um anticorpo
anti-EGFR ou um inibidor de molécula pequena de sinalizacédo de
EGFR. Um exemplo de anticorpo anti-EGFR compreende cetuximab.
Outros exemplos de anticorpos anti-EGFR incluem matuzumab,
panitumumab, nimotuzumab e mAb 806. Um exemplo de inibidor de
sinalizacdo de EGFR que ¢é uma molécula pequena compreende
gefitinib. Outros exemplos de inibidores de de sinalizacdo de
EGFR Uteis que sdo moléculas pequenas incluem lapatinib,
canertinib, erlotinib HCL, pelitinib, PKI-166, PD158780 e AG
1478.

Ainda noutra concretizacdo, o pelo menos um agente anti-
cancro adicional compreende um inibidor de VEGF. Um exemplo de
inibidor de VEGF compreende um anticorpo anti-VEGF, tal como o
anticorpo bevacizumab.

Noutra concretizacdo, a administracd&o de um anticorpo anti-
ErbB3 e do pelo menos um agente anti-cancro adicional inibe o
crescimento ou capacidade de invasdo ou de metastizacadao do
tumor.

Noutro aspecto, os métodos de tratar cancro da mama TN, tal
como cancro da mama TN BL num doente compreendem administrar ao
referido doente uma combinacdao compreendendo MM-121 e
paclitaxel. Numa concretizacdo a combinacdo apresenta sinergia
terapéutica no tratamento de cancros da mama TN. Em alguns
exemplos, a combinacdo efectua uma morte celular na ordem de
logl0 de pelo menos 2,8, pelo menos 2,9 ou pelo menos 3,0.
Noutros aspectos, a combinacdo proporciona uma melhoria na
inibicdo do crescimento de tumor que ¢é pelo menos cerca de
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aditiva comparativamente a melhoria obtida com cada um dos
agentes simples da combinacéao.

Noutra concretizacao, proporciona-se uma composicao
compreendendo uma combinacao de MM-121 e paclitaxel, em que a
combinacdo apresenta sinergia terapéutica no tratamento de
cancros da mama TN. Em alguns exemplos, a combinacao efectua
uma morte celular na ordem de logio de pelo menos 2,8, pelo
menos 2,9 ou pelo menos 3,0.

Também se proporcionam kits contendo as composigdes de
combinacdes farmacéuticas.

Descricdo sucinta dos esquemas

A figura 1 ¢ um grafico que apresenta o volume de tumor
relativo (%) de xenoenxerto MAXF449 (eixo dos YY — normalizado
para o volume de tumor inicial) representado em funcdo do tempo
em dias apds distribuicdo aleatdria (eixo dos XX) em ratinhos
nus NMRI tratados com MM-121 ou controlo de veiculo. TGI = 200%.

A figura 2 ¢ um grafico que apresenta a alteragdo de
percentagem do volume de tumor relativo de xenoenxerto MDA-MB-
231 (eixo dos YY - normalizado para o volume de tumor inicial)
representado em funcdo do tempo em dias apds injeccdo de células
MDA-MB-231 (eixo dos XX) em ratinhos nus Balb/c tratados com
MM-121 ou controlo de veiculo. As curvas com pontos temporais
representados por quadrados ou circulos Dbrancos indicam
ratinhos tratados com MM-121. As curvas com pontos temporais
representados por quadrados ou circulos ©pretos indicam
controlos de veiculo. Na figura inserida, "“mp” indica que se
injectaram as células MDA-MB-231 na gordura mamaria, enquanto
“sc” indica que se injectaram as células MDA-MB-231
subcutaneamente no flanco.

A figura 3 ¢ um grafico que apresenta o volume do tumor
MDA-MB-231 em mm® (eixo dos YY) representado relativamente ao
tempo em dias (eixo dos XX) com inicio aos 28 dias apds injeccéo
de células MDA-MB-231 na gordura mamaria de ratinhos nus Balb/c.
O tratamento foi com MM-121 (150 npg/ratinho), paclitaxel (5
mg/kg), uma combinacgdo de MM-121 (150 pg/ratinho) e paclitaxel
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(5 mg/kg) ou controlo de veiculo. Quando se usa nas figuras,
“mpk” = mg/kg.

A figura 4 apresenta graficos que mostram o volume de tumor
MDA-MB-231 em mm® (eixo dos YY) representado relativamente ao
tempo em dias (eixo dos XX) com inicio aos 28 dias apds injeccédo
de células MDA-MB-231 na gordura mamdria de ratinhos nus Balb/c.
A figura 4A representa o tratamento com MM-121, cetuximab ou
paclitaxel; MM-121 e cetuximab; e a combinacdo tripla de MM-121
e cetuximab e paclitaxel. A figura 4B representa o tratamento
com MM-121, erlotinib, MM-121 e erlotinib ou a combinacao tripla
de MM-121 e erlotinib e paclitaxel.

Descricdo detalhada

Proporcionam-se aqui métodos para tratar cancros da mama
triplo negativo, assim como composicdes farmacéuticas que podem
ser usadas para levar tais métodos a pratica. Tal como descrito
adicionalmente nos Exemplos, demonstrou—-se agora gue um
inibidor de ErbB3, em particular um anticorpo anti-ErbB3, é
capaz de suprimir o crescimento de células de cancro da mama TN
in vivo. Conseguentemente, proporcionam-se aqui métodos para
suprimir o crescimento de cancros da mama TN, tal como cancros
da mama TN BL, assim como métodos de tratar tais cancros da

mama em doentes, usando um inibidor de anticorpo contra ErbB3.

Definigdes:

Tal como agqui utilizada, a expressao “triplo negativo” ou
“IN” refere—-se a tumores (e.g., carcinomas), tipicamente
tumores da mama, nos quais as células de tumor tém pontuacdo
negativa (i.e., usando métodos de histopatologia convencional)
para receptor de estrogénio (ER) e para receptor de progesterona
(PR), sendo ambos receptores nucleares (i.e., localizam-se
predominantemente nos nucleos celulares) e as células de tumor
ndao sao amplificadas pelo receptor de factor de crescimento
epidérmico do tipo 2 (HER2 ou ErbB2), um receptor normalmente
localizado a superficie celular. Consideram-se que as células
de tumor sdo negativas para expressao de ER e PR se menos de 5%
dos nlUcleos das células de tumor forem corados para expressao
de ER e PR wusando técnicas de imuno-histoquimica padréo.
Considera-se que as células de tumor sado altamente amplificadas
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para HERZ2 (“HER23") se, gquando ensaiadas com um kit HercepTest™
(cédigo K5204, Dako North America, Inc., Carpinteria, CA), um
ensaio semi-quantitativo de imuno-histoquimica usando um
anticorpo policlonal anti-HER2Z primario, proporcionarem uma
pontuacdao de resultado de ensaio de 3+ ou o teste positivo HER2
por hibridacé&o fluorescente in-situ (FISH). Tal como aqui
utilizado, considera-se que as células de tumor s&o negativas
para a sobrexpressao de HER2Z caso proporcionem uma pontuacado de
resultado de ensaio de 0 ou 1+ ou 2+ ou se forem negativas em
HER2 FISH.

Além disso, a expressao “cancro(s) da mama triplo negativo”
ou “cancro(s) da mama TN” abrange carcinomas com diferentes
fendétipos histopatoldgicos. Por exemplo, classificam-se
determinados cancros da mama TN como “de tipo basal” (“BL"),
nos quais as células neoplédsicas expressam genes habitualmente
encontrados em células da mama normais basais/micepiteliais,
tais como citoqueratinas basais de elevado peso molecular (CK,
CK5/6, CKl14, CK17), vimentina, p-caderina, B «c¢ristalina,
fascina e caveolinas 1 e 2. Determinados outros cancros da mama
TN, contudo, tém um fendétipo histopatoldégico diferente,
incluindo os exemplos carcinoma ductal invasivo de grau elevado
sem outra especificacdo, carcinomas metaplédsicos, carcinomas
medulares e tumores da mama do tipo de glé&ndulas salivares.

As expressdes “ErbB3”, “HER3”, “receptor ErbB3” e “receptor
HER3” tal como aqui usadas 1indiferentemente, referem-se a
proteina ErbB3 humana, tal como descrita na patente U.S. n¢ 5
480 968.

Tal como aqui usada, pretende-se que a expressao “inibidor
de ErbB3” inclua agentes terapéuticos que inibem, modulam
negativamente, suprimem ou regulam negativamente a actividade
de ErbB3. Pretende-se que a expressao inclua compostos gquimicos,
tais como inibidores que sdo moléculas peguenas e agentes
biolégicos, tais como anticorpos, ARN de interferéncia (ARNsh,
ARNsi), receptores soluveis e semelhantes. Um exemplo de
inibidor de ErbB3 é um anticorpo anti-ErbB3.

Um “anticorpo” tal como aqui utilizado € uma proteina que
consiste de um ou mais polipéptidos compreendendo dominios de
ligacgao substancialmente codificados por genes de
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imunoglobulina ou fragmentos de genes de imunoglobulina, em que
a proteina se liga imuno-especificamente a um antigénio. Os
genes de imunoglobulina reconhecidos incluem o0s genes das
regides constantes kapa, lambda, alfa, gama, delta, épsilon e
miu, assim como uma miriade de genes de regides varidveis de
imunoglobulina. As cadeias leves classificam-se como kapa ou
lambda. As cadeias pesadas classificam-se como gama, miu, alfa,
delta ou épsilon, o que por sua vez define as classes de
imunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Uma
unidade estrutural de imunoglobulina tipica compreende um
tetramero que é composto por dois pares idénticos de cadeias de
polipéptido, tendo cada par uma cadeia “leve” (cerca de 25 kD)
e uma cadeia “pesada” (cerca de 50-70 kD). “W” e “Wy” referem-
se a essas cadeias leve e pesada, respectivamente.

Os anticorpos incluem imunoglobulinas intactas assim como
seus fragmentos de ligacdo de antigénio, que podem ser
produzidos por digestéao com diferentes peptidases ou
sintetizados de novo quer gquimicamente, qguer usando tecnologia
de expressdo de ADN recombinante. Tais fragmentos incluem, por
exemplo, dimeros F(ab): e mondmeros Fab. Os anticorpos uteis
incluem anticorpos de cadeia simples (anticorpos que existem
como uma cadeia polipeptidica tnica), e.g., anticorpos Fv em
cadeia simples (scFv) nos quais as cadeias Vi e a Vi estéao
ligadas conjuntamente (directamente ou através de um péptido
ligante) para formar um polipéptido continuo.

“Imuno-especifico” ou “imuno-especificamente” refere-se a
anticorpos que se ligam através de dominios substancialmente
codificados por genes de imunoglobulina ou fragmentos de genes
de imunoglobulina a um ou mais epitopos de uma proteina de
interesse, mas que nao reconhecem e se ligam substancialmente
a outras moléculas numa amostra contendo uma populacdo mista de
moléculas antigénicas. Tipicamente, um anticorpo liga-se imuno-
especificamente a um antigénio cognato com uma Kg com um valor
ndao superior a 50 nM, tal como medido por um ensaio de
ressondncia plasménica de superficie ou por um ensaio de ligacéao
celular. O uso de tais ensaios €& bem conhecido na especialidade
e descreve-se no exemplo 3, seguidamente.

Um “anticorpo anti-ErbB3” é um anticorpo que se liga imuno-—

especificamente ao ectodominio de ErbB3 e um “anticorpo anti-
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ErbB2” €é um anticorpo que se liga imuno-especificamente ao

ectodominio de ErbB2. O anticorpo pode ser um anticorpo isolado.

Tal ligacdo a ErbB3 ou ErB2 apresenta um Kg com um valor nao

superior a 50 nM tal como medido por um ensaio de ressonéncia

plasménica de superficie ou por um ensaio de ligacdo celular.

Um anticorpo anti-ErbB3 pode ser um anticorpo isolado. Os

exemplos de anticorpos anti-ErbB3 inibem fosforilacdo de ErbB3

mediada por ligando do tipo EGF. Os ligandos do tipo EGF incluem
EGF, TGF , Dbetacelulina, factor de crescimento epidérmico de
ligacdo de heparina, birregulina, epigénio, epirregulina e

anfirregulina, que se ligam tipicamente a ErbBl e induzem
heterodimerizacao de ErbBl com ErbB3.

Tal como aqui wutilizada, pretende-se que a expressao
“inibidor de EGFR” inclua agentes terapéuticos que inibem,
modulam negativamente, suprimem ou regulam negativamente a
actividade de sinalizacdo de EGFR. Pretende-se que a expressao
inclua compostos gquimicos, tais como inibidores que séo
moléculas pequenas (e.g., inibidores de tirosina cinase que séo
moléculas peguenas) e agentes bioldgicos, tais como anticorpos,
ARN de interferéncia (ARNsh, ARNsi), receptores soluveis e
semelhantes.

Tal como aqui wutilizada, pretende-se que a expressao
“inibidor de VEGF” inclua agentes terapéuticos gue inibem,
modulam negativamente, suprimem ou regulam negativamente a
actividade de sinalizacdo de VEGF. Pretende-se que a expressao
inclua compostos guimicos, tais como inibidores que séo
moléculas pequenas (e.g., inibidores de tirosina cinase que séo
moléculas pequenas) e agentes bioldgicos, tais como anticorpos,
ARN de interferéncia (ARNsh, ARNsi), receptores soluveis e
semelhantes.

As expressodes “suprimir”, “supressao”, “inibir” e
“inibicdo” tal como aqui usadas indiferentemente, referem-se a
qualquer diminuicao estatisticamente significativa na
actividade bioldégica (e.g., crescimento de célula tumoral),
incluindo Dblogueamento total da actividade. Por exemplo,
“inibic&o” pode referir-se a uma diminuicao de cerca de 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 100% da actividade
bioldégica.
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A expressao “doente” inclui um humano ou outro animal

mamifero que recebe tratamento profildctico ou terapéutico.

As expressdes “tratar”, “tratando” e “tratamento” tal como
aqui usadas, referem-se a medidas terapéuticas ou preventivas
tal como as aqui descritas. Os métodos de “tratamento” utilizam
a administracdo a um doente de um inibidor de ErbB3 aqui
proporcionado, por exemplo, um doente com um tumor de cancro da
mama TN ou BL, de modo a prevenir, curar, atrasar ou reduzir a
gravidade ou melhorar um ou mais sintomas da doenga ou disturbio
ou da doenca ou disturbio recorrente ou de modo a prolongar a
sobrevivéncia de um doente para além do esperado na auséncia de
tal tratamento.

A expressao “quantidade eficaz” tal como agqui utilizada,
refere-se a quantidade de um agente, tal como um inibidor de
ErbB3, por exemplo um anticorpo anti-ErbB3, que ¢é suficiente
para efectuar tratamento, progndéstico ou diagndstico de um
cancro da mama TN ou BL, gquando administrado a um doente. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz variard dependendo do doente
e do estado da doenca a ser tratada, do peso e idade do doente,
da gravidade do estado de doenca, do modo de administracao e
semelhantes, que podem ser facilmente determinados pelo perito
na especialidade. As dosagens para administracdo podem variar
entre, por exemplo, cerca de 1 ng a cerca de 10 000 mg, cerca
de 5 ng a cerca de 9 500 mg, cerca de 10 ng a cerca de 9 000
mg, cerca de 20 ng a cerca de 8 500 mg, cerca de 30 ng a cerca
de 7 500 mg, cerca de 40 ng a cerca de 7 000 mg, cerca de 50 ng
a cerca de 6 500 mg, cerca de 100 ng a cerca de 6 000 mg, cerca
de 200 ng a cerca de 5 500 mg, cerca de 300 ng a cerca de 5 000
mg, cerca de 400 ng a cerca de 4 500 mg, cerca de 500 ng a cerca
de 4 000 mg, cerca de 1 pg a cerca de 3 500 mg, cerca de 5 ug
a cerca de 3 000 mg, cerca de 10 ng a cerca de 2 600 mg, cerca
de 20 pg a cerca de 2 575 mg, cerca de 30 pg a cerca de 2 550
mg, cerca de 40 png a cerca de 2 500 mg, cerca de 50 ug a cerca
de 2 475 mg, cerca de 100 png a cerca de 2 450 mg, cerca de 200
ng a cerca de 2 425 mg, cerca de 300 pg a cerca de 2 000, cerca
de 400 pg a cerca de 1 175 mg, cerca de 500 pg a cerca de 1 150
mg, cerca de 0,5 mg a cerca de 1 125 mg, cerca de 1 mg a cerca
de 1 100 mg, cerca de 1,25 mg a cerca de 1 075 mg, cerca de 1,5
mg a cerca de 1 050 mg, cerca de 2,0 mg a cerca de 1 025 mg,
cerca de 2,5 mg a cerca de 1 000 mg, cerca de 3,0 mg a cerca de
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975 mg, cerca de 3,5 mg a cerca de 950 mg, cerca de 4,0 mg a
cerca de 925 mg, cerca de 4,5 mg a cerca de 900 mg, cerca de 5
mg a cerca de 875 mg, cerca de 10 mg a cerca de 850 mg, cerca
de 20 mg a cerca de 825 mg, cerca de 30 mg a cerca de 800 mg,
cerca de 40 mg a cerca de 775 mg, cerca de 50 mg, a cerca de
750 mg, cerca de 100 mg a cerca de 725 mg, cerca de 200 mg a
cerca de 700 mg, cerca de 300 mg a cerca de 675 mg, cerca de
400 mg a cerca de 650 mg, cerca de 500 mg ou cerca de 525 mg a
cerca de 625 mg de um anticorpo ou seu fragmento de ligacédo a
antigénio, tal como aqui proporcionado. A dosagem pode ser,
e.g., semanal, de 2 em 2 semanas, de 3 em 3 semanas, de 4 em 4
semanas, de 5 em 5 semanas ou de 6 em 6 semanas. O0s regimes de
dosagem podem ser ajustados para proporcionar uma resposta
terapéutica dptima. Uma quantidade eficaz €& também aquela que
permite gue quaisquer efeitos téxicos ou prejudiciais (efeitos
secunddrios) do agente sejam minimizados e/ou ultrapassados
pelos efeitos benéficos. Para MM-121, a administracdo pode ser
intravenosa a exactamente ou a cerca de 6 mg/kg ou 12 mg/kg
semanalmente ou 12 mg/kg ou 24 mg/kg duas vezes por semana.
Descrevem-se seguidamente regimes de dosagem adicionais.

As expressdes “agente anti-cancro” e “agente
antineoplédsico” referem-se a farmacos usados para tratar
malignidades, tal como crescimentos cancerosos. A terapia de
fadrmacos pode ser usada sozinha ou em combinagdo com outros
tratamentos tal como cirurgia ou terapia de radiacao.

Nas subseccdes seguintes descrevem-se com detalhe adicional
vadrios aspectos e concretizacgdes.

I. Inibidores de ErbB3

Tal como descrito agui com detalhe adicional, os métodos e
composigcdes aqui proporcionados envolvem o uso de um ou mais
inibidores de ErbB3.

Pelo menos um dos inibidores de ErbB3 é um anticorpo anti-
ErbB3, e.g., um anticorpo monoclonal. Um exemplo de anticorpo
monoclonal anti-ErbB3 € MM-121, descrito adicionalmente em WO
2008/100624 e patente US n¢ 7 846 440 e com sequéncias Vu e Vi
tal como apresentado em SEQ ID NO: 1 e SEQ 1ID NO:2,

respectivamente. Alternativamente, o anticorpo monoclonal anti-
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ErbB3 € um anticorpo que compete com MM-121 para ligacédo a
ErbB3. ©Noutra concretizacdo, o anticorpo anti-ErbB3 €& um
anticorpo compreendendo as sequéncias CDR de Vg e Vi, de MM-121,
que se apresentam em SEQ ID NOs: 3-5 (CDR1, CDR2, CDR3 de Vu) e
6-8 (CDR1, CDR2, CDR3 de Vi), respectivamente. Outros exemplos
de anticorpos anti-ErbB3 incluem Ab n¢ 3, Ab n¢ 14, Ab n¢ 17 e
Ab n? 19, também descritos adicionalmente em WO 2008/100624 e
com as sequéncias Vu e Vi tal como apresentadas em SEQ ID NOs:
9 e 10, 17 e 18, 25 e 26 e 33 e 34 respectivamente. Noutra
concretizacao, o) anticorpo anti-ErbB3 é um anticorpo
compreendendo as sequéncias CDR de Vg e V, de Ab n¢ 3
(apresentadas nas SEQ ID NOs: 11-13 e 14-18, respectivamente)
ou um anticorpo compreendendo as sequéncias CDR de Vg e Vi de
Ab ne 14 (apresentadas nas SEQ ID NOs: 19-21 e 22-24,
respectivamente) ou um anticorpo compreendendo as sequéncias
CDR de Vi e Vi de Ab n? 17 (apresentadas nas SEQ ID NOs: 27-29
e 30-32, respectivamente) ou um anticorpo compreendendo as
sequéncias CDR de Vg e Vi, de Ab n¢ 19 (apresentadas nas SEQ ID
NOs: 35-37 e 38-40, respectivamente).

Alternativamente, o anticorpo anti-ErbB3 é um anticorpo
monoclonal ou sua parte de ligacdo de antigénio que se liga a
um epitopo de ErbB3 humano compreendendo os residuos 92-104 de
SEQ ID NO:41 e se caracteriza pela inibicdo da proliferacéao de
uma célula de cancro que expressa ErbB3. A célula de cancro
pode ser uma célula MALME-3M, uma célula AdrR ou uma célula
ACHN e a proliferacédo pode ser reduzida em pelo menos 10%
relativamente ao controlo. Numa concretizacdo adicional este
anticorpo monoclonal isolado ou sua parte de ligacao de
antigénio liga—-se a um epitopo compreendendo os residuos 92-104
e 129 de SEQ ID NO:41.

Outros exemplos de anticorpos anti-ErbB3 tteis incluem os
anticorpos 1B4C3 e 2D ID 12 (U3 Pharma AG), sendo ambos
descritos na publicacao de pedido de patente US n¢ 20040197332
de Ullrich et al. e anticorpos monoclonais (incluindo as suas
versbes humanizadas), tal como AMG-888 (U3 Pharma AG e Amgen)
e 8B8, tal como descrito em patente U.S. 5 968 511 de Akita et
al.

Ainda noutra concretizacao, o anticorpo anti-ErbB3 pode
compreender uma mistura ou cocktail de dois ou mais anticorpos
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anti-ErbB3, ligando-se cada um deles a um epitopo diferente em
ErbB3. Numa concretizacdo, a mistura ou cocktail compreende trés
anticorpos anti-ErbB3 ligando-se cada um deles a um epitopo
diferente em ErbB3.

Noutra concretizacdo, o inibidor de ErbB3 compreende uma
molécula de acido nucleico tal como uma molécula de ARN que
inibe a expressdo ou actividade de ErbB3. 0Os antagonistas de
ARN de ErbB3 tém sido descritos na especialidade (consultar
e.g., publicacdo de pedido de patente US n? 20080318894). Além
disso, tém sido descritos na especialidade ARN de interferéncia
especificos para ErbBR3, tal como ARNsh ou ARNsi qgue inibem
especificamente a expressdo e/ou actividade de ErbB3.

Ainda noutra concretizacdo, o inibidor de ErbB3 compreende
uma forma soluvel do receptor ErbB3 que inibe a sinalizacéo
através da via ErbB3. Tais moléculas de ErbB3 soluveis tém sido
descritas na especialidade (consultar e.g., patente U.S. n¢ 7
390 632, publicacdo de pedido de patente U.S. n¢ 20080274504 e
publicacao de pedido de patente U.S. n¢ 20080261270, cada uma
de Maihle et al e publicacdo de pedido de patente U.S. n?®
20080057064 de Zhou).

II. Métodos

Num aspecto, proporciona-se o uso de um inibidor de ErbB3
para o fabrico de um medicamento para o tratamento de cancro da
mama TN, tal como cancro da mama TN BL.

Num método de suprimir crescimento de uma célula de cancro
da mama triplo negativo, pode pdr-se a célula em contacto com
uma quantidade eficaz de um inibidor de ErbB3.

Noutro aspecto, proporciona-se um inibidor de ErbB3 para
uso num método de tratamento de um tumor de cancro da mama TN

num doente, em que o inibidor é um anticorpo contra ErbB3.

Um método de tratamento de um tumor de cancro da mama num
doente pode compreender:

seleccionar um doente com um tumor de cancro da mama TN; e

administrar ao doente uma quantidade eficaz de um inibidor
de ErbB3.
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Noutro aspecto, o doente com um tumor de cancro da mama TN
¢ um doente adicionalmente seleccionado por uso dos métodos de
seleccdo divulgados no pedido internacional W02010/019952.

Pode obter-se identificacdo de células de cancro da mama
triplo negativo ou de um doente com um tumor de cancro da mama
triplo negativo, através de métodos padrdo bem conhecidos na
especialidade. Por exemplo, a coloracdo imuno-histogquimica
(IHC) ¢é wutilizada rotineiramente em andlise de biopsias e
permite a deteccgao, localizacdo e quantificacéao relativa de ER,
PR e HER2Z no interior de seccdes de tecidos fixados com
formalina e embebidos em parafina (e.g., tecidos de cancro da
mama processados rotineiramente para avaliacdo histoldgica). No
contexto da identificacé&o de tumores TN, a coloracdo de menos
de 5% dos nucleos de células tumorais considera-se negativo
para cada um de ER e PR. O anticorpo primadrio wusado para
coloracdo IHC de ER é e.g., 1D5 (Chemicon, Temecula CA, n¢ de
catdlogo TIHC2055). O anticorpo primdrio usado para coloracgdo
IHC de PR é e.g., PgR636 (Thermo Fisher Scientific, Fremont,
CA, n¢ de catdlogo MS-1882-R7) ou PgR 1294 (Dako North America,
Inc., Carpinteria, CA, cdédigo M3568). O ensaio IHC de ErbB2
usado é e.g., o kit HercepTest™ (Dako North America, Inc.,
Carpinteria, CA, cdédigo K5204), um ensaio IHC semi-quantitativo
usando anticorpo primdrio anti-HER2 policlonal para determinar
sobrexpressdo de proteina HER2 em tecidos de cancro da mama
processados rotineiramente para avaliacdo histoldgica, que é
usado de acordo com as indicacgdes do fabricante. No contexto de
identificar tumores TN, um resultado de teste de 0 a 1+
considera-se negativo para Her2.

Numa concretizacdo, o tumor de cancro da mama triplo
negativo caracteriza-se histopatologicamente como tendo um
fendétipo de tipo basal. Noutra concretizagdo, o tumor de cancro
da mama triplo negativo caracteriza-se histopatologicamente
como tendo um fendtipo diferente de tipo basal. Os exemplos de
fendétipos histopatoldégicos de cancro da mama TN que séo
diferentes de BL incluem carcinoma ductal invasivo de grau
elevado sem outra especificacdo, carcinomas metaplésicos,
carcinomas medulares e tumores da mama do tipo de gléndulas

salivares.
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Num aspecto, o cancro da mama TN a tratar com inibidor de
ErbB3 co-expressa ErbBl (EGFR), ErbB3 e herregulina (HRG). A
expressdo de EGFR e HRG pode ser identificada por RT-PCR ou por
técnicas de imuno-ensaio padrédo, tal como ensaio de ELISA ou
coloracdo imuno-histoquimica de tecidos fixados com formalina
e embebidos em parafina (e.g., tecidos de cancro da mama
processados rotineiramente para avaliacdo histopatoldgica),
usando um anticorpo anti-EGFR, anticorpo anti-ErbB3 ou um
anticorpo anti-HRG. As caracteristicas adicionais dos tumores
para tratamento de acordo com a divulgacéao aqui Sao
estabelecidos na publicacdo de patente U.S. pendente n?@
20110027291, que reivindica prioridade ao pedido PCT n?®
W02010/019952.

O inibidor de ErbB3 administrado ao doente € um anticorpo
anti-ErbB3. Um exemplo de anticorpo anti-ErbB3 & MM-121,
compreendendo as sequéncias Vg e Vi tal como apresentado em SEQ
ID NOs: 1 e 2, respectivamente ou um anticorpo compreendendo as
sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3 de Vy tal como apresentado em SEQ
ID NOs: 3-5, respectivamente e as sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3
de Vi tal como apresentado em SEQ ID NOs: 6-8, respectivamente
(i.e., as CDR de Vg e Vi de MM-121). Descrevem-se detalhadamente
na subseccgao I anteriormente exemplos adicionais nao
limitativos de anticorpos anti-ErbB3 e outras formas de
inibidores de ErbB3.

Pode administrar-se o inibidor de ErbB3 ao doente por
qualguer via adequada para a entrega eficaz do inibidor ao
doente. Por exemplo, muitos inibidores que s&o moléculas
pequenas sao adequados para administracdo oral. Os anticorpos
e outros agentes bioldgicos sdo tipicamente administrados
parentericamente, e.g., intravenosamente,
intraperitonealmente, subcutaneamente ou intramuscularmente.
Descrevem-se mais detalhadamente seguidamente varias vias de
administracdo, dosagens e formulacdes farmacéuticas adequadas

para uso nos métodos aqui proporcionados.

ITI. Composigdes farmacéuticas

Noutro aspecto, proporcionam-se composicdes farmacéuticas

que podem ser wusadas nos métodos aqui divulgados, i.e.,
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composicdes farmacéuticas para tratar tumores de cancro da mama
TN.

Numa concretizacdo, as composicdes farmacéuticas para
tratar cancro da mama TN compreendem o inibidor de ErbB3 e um
transportador farmacéutico. O inibidor de ErbB3 pode ser
formulado com o transportador farmacéutico numa composicéo
farmacéutica. Adicionalmente, a composicdo farmacéutica pode
incluir, por exemplo, instrucdes para uso da composicdo para o
tratamento de doentes para tumores de cancro da mama TN.

O inibidor de ErbB3 na composicdo é um anticorpo anti-ErbB3,
e.g., MM-121 ou um anticorpo compreendendo as CDR de Vg e Vi de
MM-121 posicionadas no anticorpo na mesma ordem relativa em que
estdo presentes em MM-121 de modo a proporcionar ligagdo imuno-—
especifica de ErbB3. Descrevem-se detalhadamente na subseccéo
I anteriormente exemplos adicionais nao limitativos de
anticorpos anti-ErbB3 e outras formas de inibidores de ErbB3.

Tal como usado aqui, “transportador farmaceuticamente
aceitdvel” inclui qualgquer e todos os solventes, meios de
dispersao, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifingicos, agentes isotdénicos e de atraso de absorcao,
tampdes e outros excipientes que séao fisiologicamente
compativeis. Preferentemente, o transportador ¢ adequado para
administracdo parentética, oral ou tdpica. Dependendo da via de
administracdo, o composto, e.g., molécula pequena ou agente
bioldgico, pode ser revestido por um material para proteger o
composto da accdo de &cidos e outras condigdes naturais que
podem inactivar o composto.

Os transportadores farmaceuticamente aceitdveis incluem
solugbdes aquosas ou dispersdes estéreis e pds estéreis para a
preparacdo extemporénea de solucgdes ou dispersdes injectéveis
estéreis, assim como excipientes convencionais para a
preparacéo de comprimidos, pilulas, céapsulas e semelhantes. O
uso de tais meios e agentes para a formulacdo de substéancias
farmaceuticamente activas é conhecida na especialidade. Excepto
na medida em que quaisquer meios ou agentes convencionais sejam
incompativeis com o composto activo, considera-se o seu uso nas
composicdes farmacéuticas proporcionadas aqui. Podem também
incorporar-se nas composic¢gdes compostos activos suplementares.
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Um transportador farmaceuticamente aceitdvel pode incluir
um antioxidante farmaceuticamente aceitdvel. Os exemplos de
antioxidantes farmaceuticamente aceitaveis incluem: (1)
antioxidantes soltveis em &gua, tal como &cido ascdrbico,
cloridrato de cisteina, bissulfato de sédio, metabissulfito de
sdédio, sulfito de sé6dio e semelhantes; (2) antioxidantes
soluveis em 6leo, tal como palmitato de ascorbilo,
hidroxianisole butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, galhato de propilo, alfa-tocoferol e semelhantes; e
(3) agentes quelantes de metal tal como &acido citrico, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), sorbitol, &cido tartéarico,
dcido fosfdérico e semelhantes.

Os exemplos de transportadores agquosos € nao agquosos
adequados que podem ser utilizados nas composicdes
farmacéuticas aqui proporcionadas incluem agua, etanol, polidis
(tais como glicerol, propilenoglicol, polietilenoglicol e
semelhantes) e suas misturas adequadas e ésteres orgénicos
injectaveis tal como oleato de etilo. Quando necesséario, pode
manter-se uma fluidez adegquada, por exemplo, por uso de
materiais de revestimento tal como lecitina, por manutencao do
tamanho de particula necessdrio no caso de dispersdes e pelo
uso de tensiocactivos. Em muitos casos, serd util incluir agentes
isoténicos, por exemplo, acgucares, polidlcoois tais como
manitol, sorbitol ou cloreto de sdédio na composicdo. Pode
conseguir—-se absorcdo prolongada das composicdes injectéaveis
por inclusédo na composicdo de um agente que atrase a absorcao,
por exemplo, sais de monoestearato e gelatina.

Estas composicdes podem também conter excipientes
funcionais tais como conservantes, agentes de molhagem, agentes
emulsionantes e agentes dispersantes.

As composicdes terapéuticas tipicamente devem ser estéreis,
ndo pirogénicas e estdveis nas condigdes de fabrico e
armazenamento. A composicado pode ser formulada como uma solucao,
micro-emulsdo, lipossoma ou outra estrutura ordenada adequada
para elevada concentracdo de farmaco.

Podem ©preparar-se solucdes injectéaveis estéreis por
incorporacdo do composto activo na quantidade necessdria num
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solvente adequado com um ou uma combinacdo dos ingredientes
anteriormente enumerados, tal como necessario, seguido de
esterilizacdo, e.g., por microfiltracdo. De um modo geral,
preparam-se dispersdes por incorporacao do composto activo num
veiculo estéril que contém um meio de dispersdo basico e os
outros ingredientes necessdrios dos anteriormente enumerados.
No <caso de pds estéreis para a preparagcao de solucdes
injectédveis estéreis, os métodos de preparacdo incluem secagem
em vacuo e liofilizacdo que origina um pd do ingrediente activo
mais qualquer 1ingrediente pretendido adicional de uma sua
solucdo previamente esterilizada por filtracdo. Podem misturar-—
se o(s) ingrediente(s) activo(s) em condicbes estéreis com um
ou mais transportadores farmaceuticamente aceitdveis adicionais
e com quaisquer conservantes, tampdes ou propulsores que possam
ser necessarios.

A prevencao da presenca de microorganismos pode ser
assegurada tanto pelos procedimentos de esterilizacéao
anteriores como pela inclusdo de varios agentes antibacterianos
e antifungicos, por exemplo, parabeno, clorobutanol, &cido
fenolsdérbico e semelhantes. Pode também pretender incluir-se
agentes isotdnicos tais como acgucares, cloreto de sdbédio e
semelhantes nas composicdes. Além disso, pode conseguir-se
absorcédo prolongada da forma farmaceuticamente injectavel pela
inclusao de agentes que atrasam a absorcdo tais como

monoestearato de aluminio e gelatina.

Podem administrar-se composicdes farmacéuticas
compreendendo um inibidor de ErbB3 sozinhas ou em terapia de
combinagcdo. Por exemplo, a terapia de combinacdo pode incluir
uma composicdo aqui proporcionada compreendendo um inibidor de
ErbB3 e pelo menos um ou mais agentes terapéuticos adicionais,
tal como um ou mais agentes quimioterapéuticos conhecidos na
especialidade, discutidos mais detalhadamente na subseccdo IV
seguidamente. Podem também administrar-se as composicdes
farmacéuticas em conjuncdo com terapia de radiacdo e/ou

cirurgia.

Ajustam-se o©0s regimes de dosagem para proporcionar a
resposta pretendida dptima (e.g., uma resposta terapéutica).
Por exemplo, pode administrar-se wum tunico bolus, podem

administrar-se varias doses divididas ao longo do tempo ou a
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dose pode ser reduzida ou aumentada proporcionalmente tal como
indicado pelas exigéncias da situacdo terapéutica.

Os exemplos de gamas de dosagens para administracdo de um
anticorpo incluem: 10-1000 mg (anticorpo)/kg (peso corporal do
doente), 10-800 mg/kg, 10-600 mg/kg, 10-400 mg/kg, 10-200 mg/kg,
30-1000 mg/kg, 30-800 mg/kg, 30-600 mg/kg, 30-400 mg/kg, 30-200
mg/kg, 50-1000 mg/kg, 50-800 mg/kg, 50-600 mg/kg, 50-400 mg/kg,
50-200 mg/kg, 100-1000 mg/kg, 100-900 mg/kg, 100-800 mg/kg, 100-
700 mg/kg, 100-600 mg/kg, 100-500 mg/kg, 100-400 mg/kg, 100-300
mg/kg e 100-200 mg/kg. Os exemplos de calendarios de dosagens
incluem de trés em trés dias, de cinco em cinco dias, de sete
em sete dias (i.e., uma vez por semana), de 10 em 10 dias, de
14 em 14 dias (i.e., uma vez em cada duas semanas), de 21 em 21
dias (i.e., uma vez em cada trés semanas), de 28 em 28 dias

(i.e., uma vez em cada quatro semanas) € uma vez pPOr més.

Pode ser vantajoso formular composicdes parentéricas em
forma de dosagem unitdria para facilidade de administracdo e
uniformidade de dosagem. Tal como aqui usada, forma de dosagem
unitdria refere-se a unidades fisicamente independentes
adequadas como dosagens unitadrias para os doentes a serem
tratados; cada unidade contém uma quantidade pré-determinada de
agente activo, calculada para produzir o efeito terapéutico
pretendido, em associacao com qualquer transportador
farmacéutico necessario. A especificacdo das formas de dosagem
unitaria ¢é ditada e directamente dependente de (a) as
caracteristicas Unicas do composto activo e o efeito terapéutico
especifico a atingir e (b) as limitagdes 1inerentes a
especialidade de preparar composigcdes de tal composto activo
para o tratamento de sensibilidade em individuos.

Os niveis de dosagem efectivos dos ingredientes activos nas
composicdes farmacéuticas aqui divulgadas podem variar de modo
a obter uma quantidade do ingrediente activo que € eficaz para
atingir a resposta terapéutica pretendida para um doente,
composigdo e modo de administracdo especificos, sem ser téxico
para o doente. Tal como agqui usado, “parentérica” no contexto
de administracdo significa modos de administracdo diferentes de
administracdo entérica e tdépica, usualmente por injeccdo, e
inclui injeccdo e infusdo intravenosa, intramuscular, intra-
arterial, intratecal, intracapsular, intra-orbital,
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intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutéanea, subcuticular, intra-articular, subcapsular,
subaracnéide, intra-espinal, epidural e intra-esternal, né&o se
lhes limitando.

As frases “administracdo parentérica” e “administrado

parentericamente” tal como agquil usadas referem-se a modos de

administracdo diferentes da administracdo entérica (i.e.
através do tracto digestivo) e tdédpica, usualmente por injeccgao
ou infusao, e inclui injeccao e infusao intravenosa,
intramuscular, intra-arterial, intratecal, intracapsular,

intra-orbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcuténea, subcuticular, intra-articular,
subcapsular, subaracndéide, intra-espinal, epidural e intra-
esternal, nao se 1lhes limitando. A 1injecgao e infusao
intravenosas sdo frequentemente (mas ndo exclusivamente) usadas

para administracdo de anticorpo.

Quando se administram os agentes aqui proporcionados como
agentes farmacéuticos a humanos ou animais, eles podem ser
administrados sozinhos ou como uma composicdo farmacéutica
contendo, por exemplo, 0,001 a 90% (e.g., 0,005 a 70%, e.qg.,
0,01 a 30%) do 1ingrediente activo em combinacdo com um
transportador farmaceuticamente aceitdvel.

IV. Terapia de combinacdao

Em determinadas concretizagdes, 0s usos aqui proporcionados
para eliminar o crescimento de células de cancro da mama TN ou
para tratar um doente com tumor da mama TN, tal como um tumor
da mama TN BL, pode compreender administracdo do inibidor de
ErbB3 e de pelo menos um agente anti-cancro adicional que néao
¢ um inibidor de ErbR3.

Numa concretizacao, o pelo menos um agente anti-cancro
adicional compreende pelo menos um farmaco gquimioterapéutico.
Os exemplos ndo limitantes de tais farmacos gquimioterapéuticos
incluem féarmacos de guimioterapia baseados em platina (e.g.
cisplatina, carboplatina), taxanos (e.g., paclitaxel (Taxol®),
docetaxel (Taxotere®), EndoTAG-1™ (uma formulacgdo de paclitaxel
encapsulado em complexos baseados em 1lipidos carregados
positivamente; MediGene), Abraxane® (uma formulacéo de
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paclitaxel ligado a albumina)), inibidores de tirosina cinase
(e.g., imatinib/Gleevec®, sunitinib/Sutent®,
dasatinib/Sprycel®) e suas combinacdes.

Noutra concretizacdao, o pelo menos um agente anti-cancro
adicional compreende um inibidor de EGFR, tal como um anticorpo
anti-EGFR ou uma molécula pequena inibidora de sinalizacao de
EGFR. Um exemplo de anticorpo anti-EGFR é cetuximab (Erbitux®).
Cetuximab estd disponivel comercialmente de ImClone Systems
Incorporated. Outros exemplos de anticorpos anti-EGFR incluem
matuzumab (EMD72000), panitumumab (Vectibix®; Amgen) ;
nimotuzumab (TheraCIM™) e mAb 806. Um exemplo de molécula
pequena inibidora da via de sinalizacgcdo de EGFR € gefitinib
(Iressa®), que estd disponivel comercialmente de AstraZeneca e
Teva. Outros exemplos de moléculas pequenas inibidoras da via
de sinalizacdo de EGFR incluem erlotinib HCL (0OSI-774; Tarceva®,
OSI Pharma); lapatinib (Tykerb®, GlaxoSmithKline); canertinib
(dicloridrato de canertinib, Pfizer); pelitinib (Pfizer); PKI-
166 (Novartis); PD158780; e AG 1478 (4-(3-cloroanilino)-6,7-
dimetoxiquinazolina) .

Ainda noutra concretizacdo, o pelo menos um agente anti-
cancro adicional compreende um inibidor de VEGF. Um exemplo de
inibidor de VEGF compreende um anticorpo anti-VEGF, tal como
bevacizumab (Avastatin®; Genentech).

Ainda noutra concretizacdo, o pelo menos um agente anti-
cancro adicional compreende um anticorpo anti-ErbB2. Os
anticorpos anti-ErbB2 adequados incluem trastuzumab e
pertuzumab.

Num aspecto, a eficadcia melhorada de uma combinacgé&o de
acordo com a invencdo pode ser demonstrada conseguindo sinergia
terapéutica.

A expressao “sinergia terapéutica” ¢é usada quando a
combinacdo de dois produtos a determinadas doses é mais eficaz
do que o melhor dos dois produtos sozinho as mesmas doses. Num
exemplo, a sinergia terapéutica pode ser avaliada por comparacéao
de uma combinacdo com o melhor agente sozinho, usando

estimativas obtidas de uma andlise bidireccional de variédncia
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com medicdes repetidas (e.g., factor tempo) do parédmetro volume
de tumor.

A expressdo “aditivo” refere-se a combinagdo de dois ou
mais produtos a determinadas doses que ¢ igualmente eficaz a
soma das eficdcias obtidas com cada um dos dois ou mais
produtos, enquanto a expressdo “superaditivo” refere-se a
combinacdo que é mais eficaz do que a soma das eficdcias obtidas
com cada um dos dois ou mais produtos.

Outra medida pela qual se pode quantificar a eficéacia
(incluindo a eficacia de combinacdes) ¢é pelo calculo do 1logio
da morte celular, que é determinado de acordo com a seguinte
equacao:

logio morte celular = T- C(dias) /3,32 x Ta

no qual T-C representa o atraso no crescimento das células,
que é o tempo médio, em dias, para os tumores do grupo tratado
(T) e os tumores do grupo de controlo (C) atingirem um valor
pré-determinado (1 g ou 10 mL, por exemplo) e Tg representa o
tempo, em dias, necessario para o volume do tumor duplicar nos
animais de controlo. Quando se aplica esta medicdo, considera-
se gue um produto €& activo quando logig morte celular é igual
ou superior a 0,7 e considera-se que um produto €& muito activo
quando logip morte celular é superior a 2,8.

Usando esta medida, uma combinacdo, usada na sua dose maxima
tolerada, na qual cada um dos constituintes estd presente a uma
dose geralmente igual ou inferior a sua dose méxima tolerada,
apresenta sinergia terapéutica quando logis morte celular é
maior do que o valor de logips morte celular do melhor
constituinte quando administrado sozinho. Num caso exemplo, ©
valor de logip morte celular da combinac¢do é superior ao valor
de logio morte celular do melhor constituinte da combinacao em
pelo menos uma unidade de log morte celular.
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Exemplos

Exemplo 1: Efeitos de MM-121 em xeno-enxerto de cancro da
mama humano triplo negativo MAXF499

Efectua-se uma andlise da eficdcia anti-tumor e toleréncia
do tratamento com MM-121 de ratinhos com tumor usando xeno-
enxerto de cancro da mama humano triplo negativo MAXF499
(ONCOTEST GmbH, Frieburg, Alemanha) em ratinhos nus NMRI.
MAXF449 é um explante de tumor humano (descrito histologicamente
apdés explante como um ducto invasivo sdélido, fracamente
definido) estabelecido por injeccédo subcutidnea em passagem em
série em ratinhos nus. As células MAXF449 usadas nestas
experiéncias foram passadas 22 vezes. Os ratinhos nus NMRI foram

obtidos do criador Taconic, Charles River Laboratories
International ou Harlan Laboratories. Os ratinhos foram
mantidos em Jaulas (IVC) de policarbonato ventiladas

individualmente em Tecniplast (Macrolon) dentro de quartos de
ambiente controlado e tiveram livre acesso a alimento e &gua
acidificada.

Para investigar a eficacia anti-tumor em monoterapia,
administra-se MM-121 ou controlo de veiculo (100 pL) a ratinhos
com tumor a 600 pg por ratinho (MM-121 como uma solugdoc a b6
mg/mL em PBS) por injeccdo IP de trés em trés dias. Os ratinhos
de controlo recebem apenas veiculo PBS. Determina-se a eficécia
por comparacado do crescimento de tumor entre os ratinhos
tratados com anticorpo e ratinhos tratados com controlo de
veiculo e expressa—-se como a razdo experimental entre a mediana
dos volumes de tumor e o controlo (valor T/C). Um valor de T/C
minimo inferior a 50% é um pré-requisito para considerar um
tratamento eficaz. Os grupos de controlo e experimental contém
cada qual 10 ratinhos com um tumor cada. Para obter 30 ratinhos
com tumores de tamanhos semelhantes para distribuicéao

aleatdéria, implantam-se 40 ratinhos por tumor unilateralmente.

Os ratinhos sédo distribuidos aleatoriamente e inicia-se a
terapia quando um numero suficiente de tumores individuais
cresceram até um volume de aproximadamente 200 mm®. Medem-se os
tumores (C x L) por medicdao com craveira digital e calcula-se

o volume do tumor usando a fédrmula Pi/6 (C? x L). A primeira



EP 2 544 680/PT
26

dose é administrada no dia 0 (dia da distribuicdo aleatdria) ou
um dia mais tarde.

Aproximadamente 24 horas apds administracdo da dose final
todos 0s ratinhos sSao sangrados para preparar SOro;
adicionalmente, recolhem-se os tumores dos mesmos ratinhos para
congelamento flash e FFPE (1/2 tumor cada).

De acordo com a regulamentacao de experiéncias com animais,
os ratinhos s&o sacrificados caso o volume de tumor exceda 1800
mm® (um tumor por ratinho). Os ratinhos sdo monitorizados e
doseados até os seus tumores crescerem até esse tamanho, mas
ndo mais de 60 dias. Seguidamente sdo sacrificados para recolha
de amostras.

No final do estudo, aproximadamente 24 horas apds
administracdo da dose final, todos os ratinhos no estudo séo
sangrados sublingualmente para obter a quantidade maxima de
sangue para a preparag¢ido de soro. Divide-se o soro em aliquotas
em 2 tubos com aproximadamente 250 pL em cada.

Adicionalmente, excisaram-se o0s tumores de todos 0s
ratinhos imediatamente para congelamento réapido em azoto
ligquido (1/2 tumor, proporcionam-se sacos COVARIS para o
armazenamento de amostras) e para fixacdo em formalina tamponada
a 10% durante <24 horas, desidratacdo subsequente e embebimento
em parafina (FFPE, 1/2 tumor).

Mediram-se o0s pesos dos animais e os diédmetros dos tumores
(L e C) duas vezes por semana e calculam-se 0s volumes de tumor
usando a férmula Pi/6 (L?xC). Representam-se graficamente as
curvas de crescimento de tumor. Calcula-se a inibig¢édo de tumor
e o atraso de crescimento absoluto para 2 e 4 tempos de
duplicacéao.

Apresentam—-se na figura os resultados de experiéncias que
sao efectuadas substancialmente como descrito. O tratamento com
MM-121 dinibiu ou parou o crescimento de tumor e, em alguns
casos, reduziu o tamanho do tumor. A TGI (inibicdo de
crescimento de tumor) nestes xeno-enxertos de tumor humano

triplo negativo foi calculada como aproximadamente 200%.
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Exemplo 2: Efeitos de MM-121 em xeno-enxerto de cancro da
mama humano triplo negativo MDA-MB-231

Injectaram-se ratinhos nus Balb/c sob anestesia geral com
107 células de cancro da mama humano triplo negativo MDA-MB-231
(ATCC) quer subcutaneamente no flanco ou na gordura mamaria. Os
ratinhos com tumores estabelecidos (i.e. apds 7-10 dias de
crescimento de tumor apds injeccdo de células) foram entéo
tratados IP com PBS ou MM-121 de trés em trés dias com 600 ug
de MM-121 por ratinho, tal como descrito no exemplo 1. Mediu-
se o volume de tumor duas vezes por semana, tal como descrito

no exemplo 1.

Os resultados das experiéncias efectuadas substancialmente
como descrito sao apresentados na figura 2. O tratamento com
MM-121 parou O crescimento de tumor de cancro da mama humano
triplo negativo de um modo essencialmente completo nestas
experiéncias.

Exemplo 3: Medigdo da afinidade de ligag&do (Kp)

As constantes de dissociacdo de anticorpos anti-ErbB podem
ser medidas usando uma de duas técnicas independentes ou ambas,
um ensaio de ressonancia plasménica de superficie e um ensaio

de ligacao celular.

Ensaio de ressonancia plasménica de superficie

O ensaio de ressonéncia plasménica de superficie é efectuado
tal como descrito em Wassaf et al. (2006) Analytical Biochem.,
351:241-253. Uma implementacgdo usa um instrumento BIACORE 3000
(GE Healthcare) usando uma proteina ErbB recombinante como
analito e o anticorpo anti-ErbB como o ligando. O valor de Kp é
calculado com base na férmula Kp = Ka/Ka.

Ensaio de ligacao celular

Efectua-se um ensaio de 1ligacdo celular usando células
MALME-3M (ATCC) para ligagédo de ErbB3. 0O ensaio efectua-se
substancialmente da seguinte forma.
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Destacam-se as células com 2 mL tripsina-EDTA + 2 mL RMPI
+ EDTA 5mM & temperatura ambiente durante 5 minutos. Adiciona-
se RPMI completo (10 mL) imediatamente as células tripsinizadas,
ressuspende-se suavemente e centrifugam-se em centrifuga de
bancada Beckman a 1100 rpm durante 5 minutos. Ressuspendem-se
as células em tampdo de coloracdo BD (PBS + FBS a 2% + azida de
sédio a 0,1%, Becton Dickinson) a uma concentracdo de 2 x 10°
células por ml e plagqueiam-se aliquotas de 50 npl (1 x 10°
células) numa placa de titulacdo de 96 pogos.

Prepara—-se 150 pl de solucgdo de anticorpo anti-ErbB 200 nM
em tampdo de coloracdo BD e dilui-se em série duas vezes para
75 pl de tampédo de coloracgdo BD. As concentracdes do anticorpo
diluido estavam na gama de 200 nM a 0,4 nM. Seguidamente
adicionam-se aliquotas de 50 ul das diferentes diluicgdes de
proteina directamente aos 50 ul de suspensdo celular, obtendo-
se concentracdes finais de 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12 nM, 6 nM,
3nM, 1,5 nM, 0,8 nM, 0,4 nM e 0,2 nM do anticorpo.

Incubam-se as células em aliquotas na placa de 96 pogcos com
as diluicdes de proteina durante 30 minutos a temperatura
ambiente num agitador de plataforma e lavam-se 3 vezes com 300
pl de tampdo de coloragdo BD. Incubam-se entdo as células com
100 pl de anticorpo secundario (e.g., uma diluigdo 1:750 de IgG
de cabra anti-humano marcado com Alexa 647 em tampao de
coloracdo BD) durante 45 minutos num agitador de plataforma na
sala fria. Finalmente, lavam-se as células duas vezes,
sedimentam-se e ressuspendem-se em 250 pl de tampdo de coloracgao
BD + iodeto de propidio a 0,5 pg/ml. Efectua-se andlise de 10000
células num citdémetro de fluxo FACSCALIBUR usando o canal FL4.
Os wvalores de MFI e as concentragdes correspondentes do
anticorpo anti-ErbB sdo representados graficamente no eixo dos
y e no eixo dos x, respectivamente. Determina-se o Kp da molécula
usando o utilitdrio GraphPad PRISM usando o modelo de ligacéo

de um local para uma curva de regressao nao linear.

O valor de Kp € calculado com base na férmula Y=Bmax* X/ Kp
+ X (Bmax = fluorescéncia na saturacdo. X= concentracdo de
anticorpo. Y = grau de ligacgdao).
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Exemplo 4: Inibigdo do crescimento de tumor in wvivo pelo

tratamento de combinagdo com MM-121 e paclitaxel

Métodos:

Implantaram-se ortotopicamente ratinhos nus Balb/c (fémeas,
4-5 semanas de idade de Charles River lab) com 10 x 10°% célula
na gordura mamdria. Deixaram-se o0s tumores atingir uma média de
tamanho de 100 mm® antes de distribuicdo aleatéria em 4 grupos
de 10 ratinhos, contendo ratinhos com uma distribuicdo de
tamanho de tumores similar. Tratou-se cada grupo de ratinhos
com 1) MM-121 (150 ug/ratinho, 4dip., Q3D) ou 2) controlo de
veiculo (PBS, ip.) ou 3) paclitaxel (5 mg/kg LC Labs) ou 4)
paclitaxel (5 mg/kg) e MM-121 (150 ug/ratinho). Continuou-se o
tratamento durante 4 semanas. Medem-se os tumores duas vezes
por semana e calcula-se o volume de tumor como p/6 x comprimento

x largura?, em que a largura & a medicgcdo mais curta.

Resultados:

Investigou—-se a combinacdo de MM-121 com paclitaxel in vivo
no modelo de xenoenxerto de cancro da mama triplo negativo MDA-
MB-231 usando os métodos descritos anteriormente ou com pequenas
variacgcdes. Trataram-se os ratinhos com doses sub-déptimas de MM-
121, paclitaxel, uma combinacdo de MM-121 e paclitaxel ou
controlo de veiculo (figura 3). Enquanto tanto MM-121, como
paclitaxel individualmente inibiram o crescimento de tumor in
vivo, o0s ratinhos que receberam uma terapia de combinacdo de
MM-121 e paclitaxel apresentaram uma melhoria da inibig¢do do
crescimento de tumor comparativamente ao obtido com cada um dos
tratamentos individuais. A melhoria da inibicdo de crescimento
de tumor apresentou sinergia terapéutica e foi pelo menos cerca
de aditiva comparativamente a melhoria obtida com cada um dos
agentes individuais da combinacéo.

A tabela 1 apresenta os dados usados para preparar a figura
3. A tabela 2 apresenta a % de alteracdo média dos volumes de
tumor usando dados das mesmas experiéncias da figura 3,

normalizados para o volume de tumor inicial.
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TABELA 1l: dados usados para preparar a figura 3 - volumes
médios de tumor em mm?
Veiculo Média | 104,4 | 137,1 | 144,5 | 229,5| 253,7 | 291,0

MM121 150 ng Média 99,4 115,5 | 137,5|180,4 | 187,2 | 242,7

paclitaxel 5 | M&dia | 97,9 | 113,5 | 144,6 | 166,2 | 178,8 | 202,2
mg/kg

MM121 150 ng Média 96,2 100,8 98,3 | 104,1 | 113,0 | 121,6
+ paclitaxel
5 mg/kg

Exemplo 5: Combinagdo de MM-121 com dquimioterapias

dirigidas in vivo

Métodos:

Implantaram-se ortotopicamente ratinhos nus Balb/c (fémeas,
4-5 semanas de idade de Charles River lab) com 10 x 10° células
na gordura mamdria. Deixaram-se o0s tumores atingir uma média de
tamanho de 150 mm® antes de distribuicdo aleatdéria em 9 grupos
de 8 ratinhos, contendo ratinhos com uma distribuicao de
tamanhos de tumor similar. Cada grupo de ratinhos é tratado com
uma dose de 1) MM-121 (300 ug/ratinho, ip., Q3D) ou 2) controlo
de veiculo (PBS, ip.) ou 3) paclitaxel (10 mg/kg LC Labs) ou 4)
erlotinib (50 mg/kg PO 5XQD) ou 5) cetuximab (2 mg/kg Q3D) ou
terapia de combinac¢do com: 6) erlotinib (50 mg/kg) e MM-121
(300 ug/ratinho) ou 7) cetuximab (2 mg/kg) e MM-121 (300
ug/ratinho) ou 8) erlotinib (50 mg/kg) e MM-121 (300 ug/ratinho)
e paclitaxel (10 mg/kg) ou 9) cetuximab (2 mg/kg) e MM121 (300
ug/ratinho) e paclitaxel (10 mg/kg). Continua-se o tratamento
durante 4 semanas. Medem—-se o0s tumores duas vezes por semana e
calcula-se o volume de tumor como p/6 x comprimento x larguraZ?,
em que a largura é a medigdo mais curta.

Resultados: De modo a avaliar a eficacia de MM-121 para
inibir crescimento de tumor qguando usado em combinacdo com
outros agentes, estas combinag¢des foram ensaiadas in Vvivo no
modelo de xeno-enxerto de cancro da mama triplo negativo MDA-
MB-231 usando os métodos descritos anteriormente ou com peguenas
variacdes. Trataram-se os ratinhos com MM-121 (administrado a
doses sub-dptimas nas combinacdbes), cetuximab, paclitaxel, MM-
121 e cetuximab e a combinacé&o tripla de MM-121 e cetuximab e
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paclitaxel. Tal como apresentado na figura 4A, a terapia de
combinacdo com MM-121 e cetuximab inibiu o crescimento de tumor
em maior extensdo do que qualgquer dos agentes sozinhos e
essencialmente parou o crescimento de tumor pelo menos até ao
dia 39. A menor taxa de crescimento apresentou sinergia
terapéutica e, em determinados casos, representou pelo menos
cerca de uma diminuicdo aditiva da diminuicdo de crescimento
comparativamente com a diminuicdo das taxas de qualquer das
terapias simples. A adicdo de paclitaxel né&o aumentou o efeito
de MM-121 e cetuximab. Os ratinhos foram entdo tratados com MM-
121, erlotinib MM-121 e erlotinib ou a combinacdo tripla de MM-
121 e erlotinib e paclitaxel. Tal como apresentado na figura
4B, MM-121 em combinacdo com erlotinib ndo teve um efeito
estatisticamente significativo na taxa de crescimento de tumor
comparativamente com o tratamento com qualquer dos agentes
sozinhos. Contrariamente, o tratamento com a combinacdo tripla
de MM-121, erlotinib e paclitaxel resultou numa diminuicao
nitida da taxa de crescimento de tumor e essencialmente parou
o0 crescimento de tumor pelo menos até ao dia 39. A menor taxa
de crescimento apresentou sinergia terapéutica e, em
determinados casos, representou pelo menos cerca de uma
diminuicdo aditiva do crescimento comparativamente a diminuicéo
das taxas obtidas com qualquer das terapias simples ou duplas.

A tabela 3 apresenta os dados usados para preparar as
figuras 4A e 4B. A tabela 4 apresenta a % de alteracdo média do
volume de tumor usando os dados das mesmas experiéncias
apresentados nas figuras 4A e 4B, normalizados para o volume de

tumor inicial.
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TABELA 2. Dados usados para preparar as figuras 4A e 4B -
volumes médios de tumor em mm3.

Dia 28 32 36 39 43 46 49 53
PBS 163,7 | 199,0 | 242,8 | 304,5 | 369,4 | 423,4 | 458,4 | 490,7
MM121 300 ug 178,6 | 197,3 | 219,1 | 257,8 | 269,4 | 291,4 | 351,3 | 425,0
erlotinib 50 172,1 | 182,1 | 216,1 | 273,2 | 252,8 | 245,6 | 303,1 | 327,4
mg/kg
cetuximab 2 172,4 | 210,6 | 245,0 | 269,2 | 296,3 | 279,7 | 283,5 | 358,1
mg/kg
MM121 + 170,6 | 215,5 | 221,8 | 261,7 | 272,5 | 255,3 | 305,2 | 378,3
erlotinib
paclitaxel 10 155,2 | 167,0 | 182,4 | 216,6 | 228,1 | 247,0 | 292,6 | 383,5
mg/kg
MM121 + 152,5 | 149,6 | 171,6 | 169,1 | 196,6 | 171,2 | 182,9 | 241,2
cetuximab
MM121 + 164,8 | 149,3 | 139,8 | 146,5 | 156,7 | 163,4 | 202,9 | 264,5
erlotinib +
paclitaxel
MM121 + 176,3 | 158,5 | 147,8 | 160,4 | 154,4 | 163,4 | 203,4 | 247,7
cetuximab +
paclitaxel

Equivalentes

Os peritos na especialidade reconhecerao, ou serdo capazes
de avaliar wusando apenas experiéncias de rotina, muitos
equivalentes de concretizacdes especificas aqui descritas.
Pretende-se dque tais equivalentes sejam abrangidos pelas
reivindicacdes seguintes. Quaisquer combinacdes das
concretizacdes divulgadas nas reivindicagdes em anexo Sao
abrangidas pelo admbito da invencéao.
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SUMARIO DA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Sequéncia de aminodcidos de Vg de MM-121 (SEQ ID NO:1)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSHYVMAW VRQAPGKGLEWYVYSSISSSGG
WTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRGLKMATIFDYWGQ
GTLVTVSS

Sequéncia de aminodcidos DE Vi de MM-121 (SEQ ID NO:2)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGSYNVVSWYQQHPGKAPKLITYEVSQRPSG
VSNRESGSKSGNTASLTISGLQTERPEADY YCCSYAGSSIFVIFGGGTKVTVL

CDR1 de Vy de MM-121 (SEQ ID NO:3)

HYVMA

CDR2 de Vy de MM-121 (SEQ ID NO:4)
SISSSGGWTLYADSVKG

CDR3 de Vy de MM-121 (SEQ ID NO:5)
GLKMATIFEDY

CDR1 de Vi, de MM-121 (SEQ ID NO:6)
TGTSSDVGSYNVVS

CDR2 de Vi de MM—-121 (SEQ ID NO:7)
EVSQRPS

CDR3 de Vi de MM-121 (SEQ ID NO:8)
CSYAGSSIFVI

Sequéncia de aminoacidos de Vi de Ab n¢ 3 (SEQ ID NO:9)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSAYNMRWVRQAPGKGLEWVSVIYPSGG
ATRYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYYYGMDVWGQ
GTLVTVSS :

sequéncia de aminodcidos de Vi de Ab n® 3 (SEQ ID NO:10)

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSDSNIGRNYTYWYQQFPGTAPKLLIYRNNQRPSG
VPDRISGSKSGTSASLAISGLRSEDEAEYHCGTWDDSLSGPYFGGGTKLTVL

CDR1 de Vy de Ab n? 3 (SEQ ID NO:11)

AYNMR

CDR2 de Vg de Ab n¢ 3 (SEQ ID NO:12)
VIYPSGGATRYADSVKG

CDR3 de Vg de Ab n? 3 (SEQ ID NO:13)
GYYYYGMDV

CDR1 de Vi de Ab n? 3 (SEQ ID NO:14)
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SGSDSNIGRNYIY

CDR2 de Vi de Ab n? 3 (SEQ ID NO:15)
RNNQRPS

CDR3 de Vi de Ab n¢ 3 (SEQ ID NO:16)
GTWDDSLSGPV

Sequéncia de aminoacidos de Vy de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO:17)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSAYGMGW VRQAPGKGLEW VSY ISPSGG
HTKYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVLETGLLVDAFDIW
GQGTMVTVSS

Sequéncia de aminodcidos de Vy de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO: 18)

QYELTQPPSVSVYPGQTASITCSGDQLGSKFVSWYQORPGQSPVLVMYKDKRRPSEIL
PERFSGSNSGNTATLTISGTQAIDEADYYCQAWDSSTYVFGTGTKVTVL

CDR1 de Vy de Ab n? 14 (SEQ ID NO:19)

AYGMG

CDR2 de Vg de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO:20)
YISPSGGHTKYADSVKG

CDR3 de Vg de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO:21)
VLETGLLVDAFDI

CDR1 de Vi de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO:22)
SGDQLGSKEVS

CDR2 de Vi de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO:23)
YKDKRRPS

CDR3 de Vi de Ab n¢ 14 (SEQ ID NO:24)
QAWDSSTYV

Sequéncia de aminodcidos de Vg de Ab n¢ 17 (SEQ ID NO:25)

EVQLLESGGGI VQPGGSI RI.SCAASGFTFSWYGMGWVRQAPGKGLEW VSYISPSGG
ITVYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLNYYYGLDVWGQG
TTVTVSS

Sequéncia de aminodcidos de Vi de Ab n® 17 (SEQ ID NO:26)

QDIQMTQSPSSLSASVGDRITITCQASQDIGDSLNWY QQKPGKAPRLLIYDASNLETG
VPPRFSGSGSGTDFTFTEFRSLQPEDIATYFCQQSANAPFTFGPGTKVDIK

CDR1 de Vy de Ab n? 17 (SEQ ID NO:27)
WYGMG
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CDR2 de Vg de Ab n? 17 (SEQ ID NO:28)
YISPSGGITVYADSVKG

CDR3 de Vg de Ab n? 17 (SEQ ID NO:29)
LNYYYGLDV

CDR1 de Vi de Ab n¢ 17 (SEQ ID NO:30)
QASQDIGDSLN

CDR2 de Vy de Ab n? 17 (SEQ ID NO:31)
DASNLET

CDR3 de VL de Ab n? 17 (SEQ ID NO:32)
QOSANAPFEFT

Sequéncia de aminoacidos de Vg de Ab n¢® 19 (SEQ ID NO:33)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGCMWWVRQAPGKGLEWVSYIGSSGG
PTYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAGGRGTPYYFDSWGQ
GTLVTVYSS

Sequéncia de aminodcidos de Vi de Ab n¢ 19 (SEQ ID NO:34)

QYELTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDIGRWNIVSWYQQHPGKAPKLMTYDVSNRPS
GVSNRF
SGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCSSYTSSSTWVFGGGTKLTVL

CDR1 de Vg de Ab n? 19 (SEQ ID NO:35)
RYGMW

CDR2 de Vg de Ab n¢ 19 (SEQ ID NO:36)
YIGSSGGPTYYVDSVKG

CDR3 de Vg de Ab n? 19 (SEQ ID NO:37)
GRGTPYYFDS

CDR1 de Vi de Ab n¢ 19 (SEQ ID NO:38
TGTSSDIGRWNIVS

CDR2 de Vy de Ab n® 19 (SEQ ID NO:39)
DVSNRPS

CDR3 de Vi de Ab n¢ 19 (SEQ ID NO:40)
SSYTSSSTWV




EP 2 544 680/PT
36

ErbB3 (SEQ ID NO:41)

SEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLYKLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLS
FLOWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVVRGTQVYDGKFAIFVYMLNYNTNSSHAL
RQLRLTQLTEILSCGVYICKNDKLCHMDTIDWRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHE
VCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNGHCFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCF
ACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQLEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNEFVVDQTS
CVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGGLCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTK
ILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPEKENVFRTVREITG YLNIQSWPPHMHNFESVFESN
LTTIGGRSLYNRGFSLLIMKNLNVTSLCFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSLNWTK
VLRGPTEERLDIKHNRPRRDCVAEGKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYSRGGV
CVTHCNFLNGEPREFAHEAECFSCHPECQPMEGTATCNGSGSDTCAQCAHFRDGPH
CVSSCPHGVLGAKGPIYKYPDVQNECRPCHENCTQGCKGPELQDCLGQTLVLIGKTH
LTMALTVIAGLVVIFMMLGGTFLYWRGRRIQNKRAMRRYLERGESIEPLDPSEKANK
VLARIFKETELRKLKVLGSGVFGTVHKGVWIPEGESIKIPVCIKVIEDKSGRQSFQAVT
DHMLAIGSLDHAHIVRLLGLCPGSSLQLVTQYLPLGSLLDHVRQHRGALGPQLLLNW
GVQIAKGMYYLEEHGMVHRNLAARNVLLKSPSQVQVADFGVADLLPPDDKQLLYS
EAKTPIKWMALESIHFGKYTHQSDVWSYGVTVWELMTFGAEPYAGLRLAEVPDLLE
KGERLAQPQICTIDVYMVMVKCWMIDENIRPTFKELANEFTRMARDPPRYLVIKRES
GPGIAPGPEPHGLTNKKLEEVELEPELDLDLDLEAEEDNLATTTLGSALSLPVGTLNR
PRGSQSLLSPSSGYMPMNQGNLGESCQESAVSGSSERCPRPVSLHPMPRGCLASESSE
GHVITGSEAELQEKVSMCRSRSRSRSPRPRGDSAYHSQRHSLLTPVTPLSPPGLEEEDV
NGYVMPDTHLKGTPSSREGTLSSVGLSSVI.GTEEEDEDEEYEYMNRRRRHSPPHPPR
PSSLEELGYEYMDVGSDLSASLGSTQSCPLHPVPIMPTAGTTPDEDYEYMNRQRDGG
GPGGDYAAMGACPASEQGYEEMRAFQGPGHQAPHVHYARLKTLRSLEATDSAFDN
PDYWHSRLFPKANAQRT

Lisboa, 2015-04-13
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REIVINDICACOES

1. Inibidor de ErbBR3 para uso num método de tratamento
de cancro da mama triplo negativo, em que o inibidor € um
anticorpo anti-ErbB3.

2. Inibidor para uso de acordo com a reivindicacgédo 1, em
que o anticorpo anti-ErbB3 compreende, na ordem do terminal
amino para o terminal carboxilo, uma sequéncia CDR1 de Vg tal
como apresentada em SEQ ID NO:3, uma sequéncia CDR2 de Vy tal
como apresentada em SEQ ID NO:4 e uma sequéncia CDR3 de Vm tal
como apresentada em SEQ ID NO:5 e, na ordem do terminal amino
para o terminal carboxilo, uma sequéncia CDR1 de Vi tal como
apresentada em SEQ ID NO:6, uma sequéncia CDR2 de Vi tal como
apresentada em SEQ ID NO:7 e uma sequéncia CDR3 de Vi tal como
apresentada em SEQ ID NO:8.

3. Inibidor para uso de acordo com a reivindicacgdo 1, em
gque o anticorpo anti-ErbB3 & seleccionado de:

(a) um anticorpo compreendendo uma seqguéncia Vg tal como
apresentada em SEQ ID NO:1 e uma sequéncia Vi tal como
apresentada em SEQ ID NO:2;

(b) um anticorpo compreendendo uma seguéncia Vg tal como
apresentada em SEQ ID NO:9 e uma sequéncia Vi tal como
apresentada em SEQ ID NO:10;

(c) um anticorpo compreendendo uma sequéncia Vg tal como
apresentada em SEQ ID NO:17 e uma sequéncia Vp tal como
apresentada em SEQ ID NO:18; e

(d) um anticorpo compreendendo uma sequéncia Vg tal como
apresentada em SEQ ID NO:25 e uma sequéncia Vi tal como
apresentada em SEQ ID NO:26.

4. Inibidor para uso de acordo com gualguer uma das
reivindicagcbes 1 a 3, em gque o tumor de cancro da mama triplo
negativo é caracterizado histopatologicamente como tendo:

(i) um fendtipo do tipo basal; ou
(1i) um fendétipo diferente do tipo basal.
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5. Inibidor para uso de acordo com dqualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, em que o método compreende adicionalmente
administrar pelo menos um agente anti-cancro adicional.

6. Inibidor para uso de acordo com a reivindicacao 5, em
que o agente anti-cancro adicional ndo ¢ um inibidor de ErbB3.

7. Inibidor para uso de acordo com a reivindicacdo 5 ou
6, em que o pelo menos um agente anti-cancro adicional ¢é
seleccionado de farmacos de quimioterapia baseados em platina,
taxanos, inibidores de tirosina cinase, anticorpos anti-EGFR,
anticorpos anti-ErbB2, suas combinac¢des, inibidores de EGFR e
inibidores de VEGF.

8. Inibidor para uso de acordo com a reivindicacao 7, em
que o pelo menos um agente anti-cancro adicional € paclitaxel.

9. Inibidor para uso de acordo com a reivindicagdo 7, em
que o pelo menos um agente anti-cancro adicional € um anticorpo
anti-EGFR.

10. Inibidor para uso de acordo com a reivindicagdo 9, em
que o anticorpo anti-EGFR ¢é seleccionado de cetuximab,
matuzumab, panitumumalb, nimotuzumab e mAb 806.

11. Inibidor para uso de acordo com a reivindicagado 7, em
que o inibidor de EGFR é um inibidor de sinalizacé&o de EGFR que
é uma molécula pequena, seleccionado de gefitinib, lapatinib,
canertinib, pelitinib, erlotinib HCL, PKI-166, PD158780 e AG
1478.

12. Inibidor para uso de acordo com a reivindicagdo 7, em
que o inibidor de VEGF compreende bevacizumab.

13. Inibidor para uso de acordo com dqualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, em que o tumor de cancro da mama triplo
negativo é um tumor no qual as células de tumor tém pontuacédo
negativa para receptor de estrogénio (ER) e receptor de
progesterona e tém um resultado de teste de 0, 1+ ou 2+ usando
um ensaio imuno-histoquimico semi-quantitativo, usando um
anticorpo primadrio policlonal anti-HER2.
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14. Inibidor para uso de acordo com a reivindicacgao 13,
em que as células de tumor sdo negativas em FISH para
amplificacdo do gene HERZ2.

15. Uso de um inibidor de ErbB3 para o fabrico de um
medicamento para o tratamento de cancro da mama triplo negativo,

em que o inibidor é um anticorpo contra ErbB3.

Lisboa, 2015-04-13
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