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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "MOLE-
CULA DE LIGAGAO AO ANTIGENO ANTI-EGFR HUMANIZADA E
SEUS USOS, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, E METODO PARA
DETECTAR A PRESENCA DE EGFR EM UMA AMOSTRA".

Antecedentes da Invencao

Campo da Invencao

[001] A presente invencédo refere-se as moléculas de ligagdo de
antigeno (ABMs). Em modalidades particulares, a presente invencéo
refere-se aos anticorpos monoclonais recombinantes, incluindo anti-
corpos quimeéricos, primatizados ou humanizados especificos para re-
ceptor do fator de crescimento epidérmico humano (EGFR). Além dis-
so, a presente invencao refere-se as moléculas de acido nucléico que
codificam tais ABMs, e vetores e células hospedeiras compreendendo
tais moléculas de acido nucléico. A invencao refere-se ainda aos mé-
todos para produzir as ABMs da invencao, e aos métodos de usar es-
tas ABMs no tratamento da doenca. Além disso, a presente invengcao
refere-se as ABMs com glicosilagdo modificada tendo propriedades
terapéuticas melhoradas, incluindo anticorpos com ligagcéo de receptor
de Fc aumentada e funcao efetora aumentada.

Antecedentes da Técnica

EGFR e Anticorpos Anti-EGFR

[002] O receptor do fator de crescimento epidérmico humano

(também conhecido como HER-1 ou Erb-B1, e referido aqui como
"EGFR") é um receptor de transmembrana de 170 kDa codificado pelo
c-erbB protooncogene, e exibe atividade intrinseca de tirosina cinase
(Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73:228-235 (1996); Herbst e Shin,
Cancer 94:1593-1611 (2002)). A entrada de base de dados SwissProt
P00533 fornece a sequéncia de EGFR. Também existem isoformas e
variantes de EGFR (por exemplo, transcritos de RNA alternativos, ver-

sdes truncadas, polimorfismos, etc.) incluindo mas nao limitadas aque-
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las identificadas pela entrada de base de dados Swissprot numeros
P00533-1, P00533-2, P00533-3, e P00533-4. EGFR é conhecido ligar-
se aos ligandos incluindo fator de crescimento epidérmico (EGF), fator-
o de crescimento transformante (TGt-a), anfirregulina, EGF de ligagéo
de heparina (hb-EGF), betacelulina, e epirregulina (Herbst ar. Shin,
Cancer 94:1593-1611 (2002); Mendelsohn e Baselga, Oncogene
19:6550-6' (2000)). EGFR regula numerosos processos celulares por
intermédio de caminhos de transducdo mediados por tirosina-cinase,
incluindo, mas nao limitados a, ativacao de caminhos de sinal trans
que controlam a proliferagcdo de célula, diferenciacao, sobrevivéncia
celular, apoptose, angiogénese, mitogénese, e metastase (Atalay et
al., Ann. Oncology 14:1346-1363 (2003); Tsao e Herbst, Signal 4:4-9
(2003); Herbst e Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002); Modjtahedi et al.,
Br. J. Cancer 73:228-235 (1996)).

[003] A superexpressao de EGFR foi relatada em numerosas con-
di¢des malignas humanas, incluindo canceres da bexiga, cérebro, cabe-
ca e pescocgo, pancreas, pulmao, mama, ovario, colon, préstata, e rim.
(Atalay et al., Ann. Oncology 14:1346-1363 (2003); Herbst e Shin, Cancer
94:1593-1611 (2002) Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73:228235 (1996)).
Em muitas destas condi¢des, a superexpressao de EGFR correlaciona-
se ou é associada com o prognostico deficiente dos pacientes. (Herbst e
Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002) Modjtahedi et al., Br. J Cancer
73:228-235 (1996)). EGFR também ¢é expressado nas células de tecidos
normais, particularmente os tecidos epiteliais da pele, figado, e trato gas-
trointestinal, embora em niveis geralmente mais baixos do que em célu-
las malignas (Herbst e Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002)).

[004] Os anticorpos monoclonais ndo conjugados (mAbs) podem
ser farmacos uteis para o tratamento de cancer, como demonstrado
pela U.S. Food and Drug Administration's approval of Trastuzumab

(Herceptin®; Genentech Inc) para o tratamento de cancer de mama
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avangado (Grillo-Lopez, A.-J., et al., Semin. Oncol. 26:66-73 (1999);
Goldenberg, M. M., Clin. Ther. 21:309-18 (1999)), Rituximab (Rituxan®;
DEC Pharmaceuticals, San Diego, CA, e Genentech Inc., San Francis-
co, CA), para o tratamento de linfoma que ndo de Hodgkin de grau
baixo ou folicular, de célula B positiva de CD20, Gemtuzumab (Mylo-
targ®, Celltech/Wyeth-Ayerst) para o tratamento de leucemia mieldide
aguda reincidido, e Alemtuzumab (CAMPATH®, Millenium Pharmaceu-
ticals/Schering AG) para o tratamento de leucemia linfocitica crénica
de célula B. O sucesso destes produtos conta ndo apenas com sua
eficacia mas também com seus perfis de seguranga proeminentes
(Grillo-Lopez, A. J., et al., Semin. Oncol. 26:66-73 (1999); Goldenberg,
M. M., Clin. Ther. 21:309-18 (1999)). Apesar dos sucessos destes far-
macos, existe correntemente um interesse grande em obter atividade
de anticorpo especifica mais alta do que aquela que é tipicamente for-
necida por terapia de mAb n&o conjugada.

[005] Os resultados de varios estudos sugerem que 0s mecanis-
mos dependentes do receptor de Fc contribuem substancialmente pa-
ra a acao de anticorpos citotdéxicos contra tumores e indicam que um
anticorpo ideal contra tumores ligariam-se preferencialmente aos re-
ceptores de Fc de ativacdo e minimamente ao parceiro inibitério
FcyRIIB. (Clynes, R. A., et al., Nature Medicine 6(4):443-446 (2000);
Kalergis, A.M., e Ravetch, J. V., Exp. Med. 195(12):1653-1659 (Junho
de 2002). Por exemplo, os resultados de pelo menos um estudo suge-
rem que o polimorfismo no receptor de FcyRIlla, em particular, é for-
temente associado com a eficacia da terapia de anticorpo. (Cartron,
G., et al., Blood 99(3):754-757 (Fevereiro de 2002)). Este estudo mos-
trou que os pacientes homozigoticos para FcyRIlla tém uma resposta
melhor a Rituximab do que os pacientes heterozigoéticos. Os autores

concluiram que a resposta superior foi devido a melhor ligacéo in vivo

do anticorpo a FcyRIlla, que resultou em melhor atividade de ADCC
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contra células de linfoma. (Cartron, G., et al., Blood 99(3):754-757 (Fe-
vereiro de 2002)).

[006] Varias estratégias para alvejar EGFR e bloquear caminhos
de sinalizacdo de EGFR foram relatadas. Inibidores de tirosina cinase
de molécula pequena como gefitinib, erlotinib, e CI-1033 bloqueiam a
autofosforilagdo de EGFR na regido de tirosina cinase intracelular, ini-
bindo deste modo eventos de sinalizacdo a jusante (Tsao e Herbst,
Signal 4: 4-9 (2003)). Os anticorpos monoclonais, por outro lado, alve-
jam a porgéo extracelular de EGFR, que resulta em bloqueio da ligagéo
de ligando e deste modo inibe eventos a jusante tais como proliferacéo
de célula (Tsao e Herbst, Signal 4: 4-9 (2003)).

[007] Varios anticorpos monoclonais de murino foram gerados os
quais obtém um tal bloqueio in vitro e que foram avaliados quanto a
sua capacidade para afetar o crescimento de tumor em modelos de
xenoenxerto de camundongo (Masui, et al., Cancer Res. 46:5592-5598
(1986); Masui, et al., Cancer Res. 44:1002-1007 (1984); Goldstein, et
al., Clin. Cancer Res. 1: 1311-1318 (1995)). Por exemplo, EMD 55900
(EMD Pharmaceuticals) € um anticorpo monoclonal anti-EGFR de mu-
rino que foi incitado contra linhagem de célula de carcinoma epider-
moide humana A431 e foi testado em estudos clinicos de pacientes
com carcinoma de célula escamosa avangado da laringe ou hipofarin-
ge (Bier et al., Eur. Arch. Otohinolaryngol. 252:433-9 (1995)). Além
disso, os anticorpos monoclonais de rato ICR16, ICR62, e ICR80, que
ligam-se ao dominio extracelular de EGFR, mostraram ser eficazes em
inibir a ligacdo de EGF e TGF-a ao receptor. (Modjtahedi et al., Int. J.
Cancer 75:310-316 (1998)). O anticorpo monoclonal de murino 425 é
um outro MAb que foi incitado contra a linhagem de célula de carcino-
ma A431 humana e foi descoberto ligar-se a um epitopo de polipepti-
deo no dominio externo do receptor do fator de crescimento epidérmi-
co humano. (Murthy et al., Arch. Biochem. Biophys. 252(2):549-560
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(1987). Um problema potencial com o uso de anticorpos de murino em
tratamentos terapéuticos € que anticorpos monoclonais ndo humanos
podem ser reconhecidos pelo hospedeiro humano como uma proteina
estranha; portanto, injecdes repetidas de tais anticorpos estranhos po-
dem levar a inducdo de respostas imunes levando a reagdes de hiper-
sensibilidade prejudiciais. Para anticorpos monoclonais com base em
murino, isto é frequentemente referido como uma resposta de Anticor-
po Anticamundongo Humano, ou resposta "HAMA", ou um Anticorpo
Anti-Rato Humano, ou resposta "HARA". Adicionalmente, estes anti-
corpos "estranhos" podem ser ligados pelo sistema imune do hospe-
deiro tal que eles sao, de fato, neutralizados antes que eles alcancam
seu sitio alvo. Além disso, os anticorpos monoclonais ndo humanos
(por exemplo, anticorpos monoclonais de murino) tipicamente carecem
de funcionalidade efetora humana, isto &, eles sdo incapazes, inter
alia, para mediar a lise dependente de complemento ou lisam células
alvo humanas através da toxicidade celular dependente de anticorpo
ou fagocitose mediada por receptor de Fc.

[008] Os anticorpos quiméricos compreendendo porcdes de anti-
corpos de duas ou mais espécies diferentes (por exemplo, camundongo
e ser humano) foram desenvolvidos como uma alternativa para anticor-
pos "conjugados”. Por exemplo, a Patente U.S. N2 5.891.996 (Mateo de
Acosta del Rio et al.) debate um anticorpo quimérico de camundon-
go/humano, R3, direcionado contra EGFR, e a Pat. U.S. N2 5.558.864
debate a geracdo de formas quiméricas e humanizadas do MAb 425
anti-EGFR de murino. Também, IMC-C225 (Erbitux®; ImClone) é um
anticorpo monoclonal anti-EGFR de camundongo/humano quimérico
(com base em anticorpo monoclonal M225 de camundongo, que resul-
tou em respostas de HAMA em experiéncias clinicas humanas) que foi
relatado demonstrar eficacia antitumor em varias modelos de xenoen-
xerto humano. (Herbst e Shin, Cancer 94:1593-1611 (2002)). A eficacia
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de IMC-C225 foi atribuida a varios mecanismos, incluindo inibicado de
eventos celulares regulados por caminhos de sinalizagdo de EGFR, e
possivelmente por atividade de toxicidade celular dependente de anti-
corpo (ADCC) aumentada (Herbst e Shin, Cancer 94:1593-1611
(2002)). IMC-C225 também foi usado em experiéncias clinicas, incluin-
do em combinagdo com radioterapia e quimioterapia (Herbst e Shin,
Cancer 94:1593-1611 (2002)). Recentemente, Abgenix, Inc. (Fremont,
CA) desenvolveu ABX-EGF para a terapia do cancer. ABX-EGF é um
anticorpo monoclonal anti-EGFR completamente humano. (Yang et al.,
Crit. Rev. Oncol./Hematol. 38: 17-23 (2001)).

Glicosilacao de Anticorpo

[009] O componente de oligossacarideo pode afetar significante-
mente as propriedades relevantes a eficacia de uma glicoproteina te-
rapéutica, incluindo estabilidade fisica, resisténcia ao ataque de pro-
tease, interacbes com o sistema imune, farmacocinética, e atividade
biolégica especifica. Tais propriedades podem depender ndo apenas
da presencga ou auséncia, mas também das estruturas especificas, de
oligossacarideos. Algumas generalizagdes entre estrutura de oligossa-
carideo e fungao de glicoproteina podem ser feitas. Por exemplo, cer-
tas estruturas de oligossacarideo medeiam a liberagao rapida da gli-
coproteina da corrente sanguinea através de interagbes com proteinas
de ligagcao de carboidrato especificas, enquanto outras podem ser li-
gadas por anticorpos e provocam reagdes imunes indesejadas. (Jen-
kins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81 (1996)).

[010] As células mamiferas sdo os hospedeiros preferidos para a
producao de glicoproteinas terapéuticas, devido a sua capacidade pa-
ra glicosilar proteinas na forma mais compativel para a aplicagdo hu-
mana. (Cumming et al., Glycobiology 1:115-30 (1991); Jenkins et al.,
Nature Biotechnol. 14:975-81 (1996)). As bactérias muito raramente

glicosilam proteinas, e outros tipos semelhantes de hospedeiros co-
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muns, tais como leveduras, fungos filamentosos, células de inseto e
planta, produzem padrdes de glicosilagdo associados com a liberagéo
rapida da corrente sanguinea, interagdes imunes indesejaveis, e em
alguns casos especificos, atividade biologica reduzida. Entre as célu-
las mamiferas, células do ovario de hamster Chinés (CHO) foram o
mais comumente usadas durante as ultimas duas décadas. Além de
fornecer padrées de glicosilacdo adequados, estas células permitem a
geragao consistente de linhagens de célula clonal geneticamente esta-
veis, altamente produtivas. Elas podem ser cultivadas a densidades
altas em biorreatores simples usando meios isentos de soro, e permi-
tem o desenvolvimento de bioprocessos seguros e reproduziveis. Ou-
tras células animais comumente usadas incluem células do rim de fi-
Ihote de hamster (BHK), células de mieloma de camundongo NSO e
SP2/0. Mais recentemente, a produgdo de animais transgénicos tam-
bém foi testada. (Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81 (1996)).

[011] Todos os anticorpos contém estruturas de carboidrato em
posi¢cdes conservadas nas regides constantes de cadeia pesada, com
cada isotipo possuindo um arranjo separado de estruturas de carboi-
drato ligadas a N, que variavelmente afetam a montagem, secrec¢ao ou
atividade funcional de proteina. (Wright, A., e Morrison, S. L., Trends
Biotech. 15:26-32 (1997)). A estrutura do carboidrato ligado a N anexo
varia consideravelmente, dependendo do grau de processamento, e
pode incluir oligossacarideos complexos de alto teor de manose, rami-
ficado multiplicado assim como biantenarios. (Wright, A., e Morrison,
S. L., Trends Biotech. 15:26-32 (1997)). Tipicamente, existe proces-
samento heterogéneo da estrutura do nucleo de oligossacarideos liga-
dos em um sitio de glicosilagao particular tal que mesmo os anticorpos
monoclonais existem como glicoformas multiplas. Do mesmo modo, foi
mostrado que diferencas maiores na glicosilagao de anticorpo ocorrem

entre linhagens de célula, e ainda diferengas menores s&o observadas
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para uma linhagem de célula dada cultivada sob condi¢des de cultura
diferentes. (Lifely, M. R. et al., Glycobiology 5(8):813-22 (19995)).

[012] Um modo para obter aumentos grandes na poténcia, en-
gquanto mantendo um processo de producdo simples e evitando poten-
cialmente efeitos colaterais significantes, indesejaveis, é realgar as
funcdes efetoras naturais, mediadas por célula de anticorpos mono-
clonais engendrando-se seu componente de oligossacarideo como
descrito em Umafa, P. et al., Nature Biotechnol. 17:176-180 (1999) e
Pat. U.S. N° 6.602.684, os conteudos das quais sao por meio desta
incorporados por referéncia em sua totalidade. Os anticorpos tipo
IgG1, os anticorpos mais comumente usados na imunoterapia do can-
cer, sao glicoproteinas que tém um sitio de glicosilagdo ligado a N
conservado em Asn297 em cada dominio de CH2. Os dois oligossaca-
rideos biantenarios complexos ligados a Asn297 sao enterrados entre
os dominios de CH2, formando contatos extensivos com a cadeia prin-
cipal de polipeptideo, e sua presenca € essencial para que o anticorpo
medeie fungdes efetoras tais como citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC) (Lifely, M. R., et al., Glycobiology 5:813-822
(1995); Jefferis, R., et al., Immunol Rev. 163:59-76 (1998); Wright, A. e
Morrison, S. L., Trends Biotechnol. 15:26-32 (1997)).

[013] Umana et al. mostraram previamente que a superexpressao
em células do ovario de hamster Chinés (CHO) de [((1,4)-N-
acetilglicosaminiltransferase Il ("GnTIII"), uma glicosiltransferase que
catalisa a formacao de oligossacarideos bifurcados, significantemente
aumenta a atividade de ADCC in vitro de um anticorpo monoclonal
quimérico antineuroblastoma (chCE7) produzido pelas células CHO
engendradas. (Ver Umafa, P. et al., Nature Biotechnol. 17:176-180
(1999); e Publicacao Internacional N2 WO 99/54342, os conteudos in-
teiros das quais sdo por meio desta incorporados por referéncia). O

anticorpo chCE7 pertence a uma classe grande de mAbs n&o conju-
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gados que tém afinidade e especificidade de tumor altas, mas tém
muito pouca poténcia para ser clinicamente util quando produzido em
linhagens de célula industriais padrao que carecem da enzima GnTIII
(Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17:176-180 (1999)). Este estudo
foi o primeiro a mostrar que aumentos grandes da atividade de ADCC
podem ser obtidos engendrando-se as células que produzem anticorpo
para expressar GnTlll, que também levou a um aumento na proporcéo
de oligossacarideos bifurcados, associados a (Fc) de regido constante,
incluindo oligossacarideos nao fucosilados, bifurcados, acima dos ni-
veis encontrados em anticorpos que ocorrem naturalmente.

[014] Permanece uma necessidade para métodos terapéuticos
realcados que alvejam EGFR para o tratamento de disturbios de prolife-
racao de célula em primatas, incluindo, mas nao limitados a, seres hu-
manos, em que tais disturbios sao caracterizados por expressao de
EGFR, particularmente expressao anormal (por exemplo, superexpres-
sdo) incluindo, mas néo limitados a, canceres da bexiga, cérebro, cabe-
ca e pescoco, pancreas, pulmao, mama, ovario, célon, prostata, e rim.

Breve Sumario da Invencao

[015] Reconhecendo o potencial terapéutico tremendo de molé-
culas de ligagao de antigeno (ABMs) que tém a especificidade de liga-
¢ao do anticorpo ICR62 de rato (por exemplo, ligam-se ao mesmo epi-
topo) e que foram glicoengendrados para realcar a afinidade de liga-
cao do receptor de Fc e fungao efetora, os presentes inventores de-
senvolveram um método para produzir tais ABMs. Inter alia, este meé-
todo envolve produzir anticorpos quiméricos, recombinantes ou frag-
mentos quiméricos destes. A eficacia destas ABMs é realgada ainda
engendrando-se o perfil de glicosilagao da regido Fc de anticorpo.

[016] Consequentemente, em um aspecto, a invengao é direcio-
nada a um polinucleotideo isolado compreendendo: (a) uma sequéncia
selecionada de um grupo consistindo em: SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO:
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56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72,
SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 122, e SEQ ID NO: 124; (b) uma se-
quéncia selecionada de um grupo consistindo em: SEQ ID NO: 76,
SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84,
SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92,
SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100,
SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, e SEQ ID NO:
126; e (c) SEQ ID NO: 108. Em um outro aspecto, a invengao é direci-
onada a um polinucleotideo isolado compreendendo (a) uma sequén-
cia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NO: 112 e SEQ ID
NO: 114; (b) uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em
SEQ ID NO: 116 e SEQ ID NO: 118; e (c) SEQ ID NO: 119. Em uma
modalidade, qualquer um destes polinucleotideos codifica um polipep-
tideo de fuséo.

[017] Em um outro aspecto, a invencao € direcionada a um poli-
nucleotideo isolado compreendendo uma sequéncia selecionada do
grupo consistindo em SEQ ID No: 2; SEQ ID No: 4; SEQ ID No: 6;
SEQ ID No: 8; SEQ ID No: 10; SEQ ID No: 12; SEQ ID No: 14; SEQ ID
No: 16; SEQ ID No: 18; SEQ ID No: 20; SEQ ID No: 22; SEQ ID No:
24; SEQ ID No: 26; SEQ ID No: 28; SEQ ID No: 30; SEQ ID No32;
SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID No: 40 e SEQ
ID No: 120. Em um outro aspecto, a invengao € direcionada a um poli-
nucleotideo isolado compreendendo uma sequéncia selecionada do
grupo consistindo em SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 46; SEQ ID No: 50;
e SEQ ID No: 52. Em uma modalidade, tais polinucleotideos codificam
polipeptideos de fusao.

[018] A invencgao € direcionada ainda a um polinucleotideo isola-
do compreendendo uma sequéncia tendo pelo menos 80 %, 85 %, 90

%, 95 %, ou 99 % de identidade para uma sequéncia selecionada do
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grupo consistindo em SEQ ID No: 2; SEQ ID No: 4; SEQ ID No: 6;
SEQ ID No: 8; SEQ ID No: 10; SEQ ID No: 12; SEQ ID No: 14; SEQ ID
No: 16; SEQ ID No: 18; SEQ ID No: 20; SEQ ID No: 22; SEQ ID No:
24; SEQ ID No: 26; SEQ ID No: 28; SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32;
SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID No: 40 e SEQ
ID No: 120, em que o dito polinucleotideo isolado codifica um polipep-
tideo de fusdo. Em um aspecto adicional, a invencao é direcionada a
um polinucleotideo isolado compreendendo uma sequéncia tendo pelo
menos 80 % de identidade para uma sequéncia selecionada do grupo
consistindo em SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 46; SEQ ID No: 50; e SEQ
ID No: 52, em que o dito polinucleotideo isolado codifica um polipepti-
deo de fuséo.

[019] A invencgao também é direcionada a um polinucleotideo iso-
lado que codifica um polipeptideo quimérico tendo a sequéncia da
SEQ ID No: 1. Em uma modalidade, o polinucleotideo compreende
uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo a sequéncia da
SEQ ID No: 1; e uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo a
sequéncia de uma regido Fc de anticorpo, ou um fragmento desta, de
uma espécie outra que nao rato. A invencado também é direcionada a
um polinucleotideo isolado que codifica um polipeptideo quimérico
tendo uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID
No: 3; SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 9; SEQ ID No: 11;
SEQ ID No: 13; SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 17; SEQ ID No: 19; SEQ
ID No: 20; SEQ ID No: 23; SEQ ID No: 25; SEQ ID No: 27; SEQ ID No:
29; SEQ ID No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37;
SEQ ID No: 39; e SEQ ID No: 121. Em uma modalidade, o polinucleo-
tideo compreende uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo
uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID No: 3;
SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 9; SEQ ID No: 11; SEQ ID
No: 13; SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 17; SEQ ID No: 19; SEQ ID No:
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21; SEQ ID No: 23; SEQ ID No: 25; SEQ ID No: 27; SEQ ID No: 29;
SEQ ID No: 31; SEQ ID No33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37; SEQ ID
No: 39; e SEQ ID No: 121; e uma sequéncia que codifica um polipepti-
deo tendo a sequéncia de uma regiao Fc de anticorpo, ou um fragmen-
to desta, de uma espécie outra que nao rato.

[020] Ainda em um outro aspecto, a invengao é direcionada a um
polinucleotideo isolado que codifica um polipeptideo quimérico tendo a
sequéncia da SEQ ID No: 43. Em uma modalidade, o polinucleotideo
compreende uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo a se-
quéncia da SEQ ID No: 43; e uma sequéncia que codifica um polipep-
tideo tendo a sequéncia de uma regidao Fc de anticorpo, ou um frag-
mento desta, de uma espécie outra que nao rato. Ainda em um outro
aspecto, a invengao é direcionada a um polinucleotideo isolado que
codifica um polipeptideo quimérico tendo uma sequéncia selecionada
do grupo consistindo em SEQ ID No: 45; SEQ ID No: 49; e SEQ ID No:
51. Em uma modalidade, o polinucleotideo compreende uma sequén-
cia que codifica um polipeptideo tendo uma sequéncia selecionada do
grupo consistindo em SEQ ID No: 45; SEQ ID No: 49; e SEQ ID No:
51, e uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo a sequéncia
de uma regido constante de cadeia leve de anticorpo (CL), ou um fra-
gmento desta, de uma espécie outra que nao rato.

[021] A invencao também é direcionada a um polinucleotideo iso-
lado compreendendo uma sequéncia que codifica um polipeptideo
tendo a regido VH do anticorpo ICR62, ou variantes funcionais deste, e
uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo a sequéncia de
uma regido Fc de anticorpo, ou um fragmento desta, de uma espécie
outra que nao rato. Em um outro aspecto, a invencéo é direcionada a
um polinucleotideo isolado compreendendo uma sequéncia que codifi-
ca um polipeptideo tendo a regido VL do anticorpo ICR62, ou variantes

funcionais deste, e uma sequéncia que codifica um polipeptideo tendo
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a sequéncia de uma regido CL de anticorpo, ou um fragmento desta,
de uma espécie outra que nao rato.

[022] A invencéo é direcionada ainda a um vetor de expressao
compreendendo qualquer um dos polinucleotideos isolados descritos
acima, e a uma célula hospedeira que compreende um tal vetor de ex-
pressao. Em um outro aspecto, a invencéo é direcionada a uma célula
hospedeira compreendendo qualquer um dos polinucleotideos isola-
dos descritos acima.

[023] Em um aspecto, a invencao é direcionada a um polipepti-
deo isolado compreendendo: (a) uma sequéncia selecionada de um
grupo consistindo em: SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO:
57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73,
SEQ ID NO: 123, e SEQ ID NO: 125; (b) uma sequéncia selecionada
de um grupo consistindo em: SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID
NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO:
87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95,
SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103,
SEQ ID NO: 105, e SEQ ID NO: 127; e (c) SEQ ID NO: 107, em que o
dito polipeptideo € um polipeptideo de fusdo. Em um outro aspecto, a
invencao é direcionada a um polipeptideo isolado compreendendo (a)
uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NO: 111
e SEQ ID NO: 113; (b) SEQ ID NO: 115; e (c) SEQ ID NO: 117, em
gue o dito polipeptideo € um polipeptideo de fusao.

[024] A invencado também é direcionada a um polipeptideo quimé-
rico compreendendo a sequéncia da SEQ ID NO: 1 ou uma variante
desta. A invengao € direcionada ainda a um polipeptideo quimérico
compreendendo a sequéncia da SEQ ID NO: 43 ou uma variante des-
ta. Em uma modalidade, qualquer um destes polipeptideos compreen-

de ainda uma regidao Fc humana e/ou uma regido CL humana. A in-
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vencao também é direcionada a um polipeptideo quimeérico compreen-
dendo uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID
No: 3; SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 9; SEQ ID No: 11;
SEQ ID No: 13; SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 17; SEQ ID No: 19; SEQ
ID No: 21; SEQ ID No: 23; SEQ ID No: 25; SEQ ID No: 27; SEQ ID No:
29; SEQ ID No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37;
SEQ ID No: 39; e SEQ ID No: 121, ou uma variante destas. A inven-
cao é direcionada ainda a um polipeptideo quimérico compreendendo
uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID No: 45;
SEQ ID No: 49; e SEQ ID No: 51, ou uma variante destas. Em uma
modalidade, qualquer um destes polipeptideos compreende ainda uma
regidao Fc humana e/ou uma regido CL humana. Em uma modalidade,
a regido Fc humana compreende 1gG1.

[025] Em um outro aspecto a invencao € direcionada a um poli-
peptideo compreendendo uma sequéncia derivada do anticorpo ICR62
e uma sequéncia derivada de um polipeptideo heterélogo e a uma mo-
lécula de ligagao de antigeno compreendendo um tal polipeptideo. Em
uma modalidade a molécula de ligacdo de antigeno € um anticorpo.
Em uma modalidade preferida, o anticorpo € quimérico. Em uma outra
modalidade preferida, o anticorpo € humanizado ou primatizado.

[026] Em um outro aspecto, a invengcdo € direcionada a uma
ABM, que é capaz de competir com o anticorpo ICR62 de rato pela
ligacdo a EGFR e que é quimérica. Em uma modalidade, a ABM é um
anticorpo ou um fragmento deste. Em uma outra modalidade, a ABM é
um anticorpo recombinante compreendendo uma regidao VH tendo uma
sequéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo em SEQ
ID NO: 1; SEQ ID No: 3; SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 9;
SEQ ID No: 11; SEQ ID No: 13; SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 17; SEQ
ID No: 19; SEQ ID No: 21; SEQ ID No: 23; SEQ ID No: 25; SEQ ID No:
27; SEQ ID No: 29; SEQ ID No: 31; SEQ ID No33; SEQ ID No: 35;
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SEQ ID No: 37; SEQ ID No: 39; e SEQ ID No: 121. Em uma outra mo-
dalidade, a ABM & um anticorpo recombinante compreendendo uma
regido VL tendo uma sequéncia de aminoacido selecionada do grupo
consistindo em SEQ ID NO: 43, SEQ ID No: 45; SEQ ID No: 49; e
SEQ ID No: 51. Em uma outra modalidade a ABM é um anticorpo re-
combinante que € primatizado. Ainda em uma outra modalidade a
ABM é um anticorpo recombinante que € humanizado. Em uma outra
modalidade, a ABM é um anticorpo recombinante compreendendo
uma regiao Fc humana. Em uma outra modalidade, qualquer uma das
ABMs debatidas acima pode ser conjugada a uma porgéao tal como
uma toxina ou um radiorrétulo.

[027] A invencéo é relacionada ainda a uma ABM da presente
invencdo, a dita ABM tendo oligossacarideos modificados. Em uma
modalidade os oligossacarideos modificados tém fucosilagao reduzida
quando comparados aos oligossacarideos ndao modificados. Em outras
modalidades, os oligossacarideos modificados s&o hibridos ou com-
plexos. Em uma outra modalidade, a ABM tem uma propor¢cao aumen-
tada de oligossacarideos nao fucosilados ou oligossacarideos néo fu-
cosilados, bifurcados na regido Fc da dita molécula. Em uma modali-
dade, os oligossacarideos nao fucosilados, bifurcados s&o hibridos.
Em uma outra modalidade, os oligossacarideos nao fucosilados, bifur-
cados sdo complexos. Em uma unica modalidade, pelo menos 20 %
dos oligossacarideos na regido Fc do dito polipeptideo s&o nao fucosi-
lados ou bifurcados, néo fucosilados. Em modalidades mais preferidas,
pelo menos 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %
ou 75 % ou mais dos oligossacarideos sdo nao fucosilados ou bifurca-
dos, nao fucosilados.

[028] A invencao € relacionada ainda a um polinucleotideo que
codifica qualquer uma das ABMs debatidas acima, e para vetores de

expressao e células compreendendo um tal polinucleotideo.
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[029] A invencao é relacionada ainda a um método de produzir
uma ABM, que é capaz de competir com o anticorpo ICR62 de rato
pela ligagdo a EGFR e em que a dita ABM é quimérica; o dito método
compreendendo: (a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo
um polinucleotideo que codifica uma ABM da presente invengdo em
um meio sob condi¢des que permitem a expressao do dito polinucleo-
tideo que codifica a dita ABM; e (b) recuperar a dita ABM da cultura
resultante.

[030] Em um outro aspecto, a invencdo é relacionada a uma
composicédo farmacéutica compreendendo a ABM da invencéo. E con-
siderado que a composicao farmacéutica pode compreender ainda um
veiculo farmaceuticamente aceitavel, um adjuvante ou uma combina-
cao destes.

[031] Em um outro aspecto, a invencéo € relacionada a um mé-
todo de tratar uma doenca caracterizada por expressao de EGFR (por
exemplo, anormal ou superexpressao de EGFR). O método compre-
ende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz da ABM da
presente invencdo a um paciente, preferivelmente um paciente mami-
fero, e mais preferivelmente um ser humano em necessidade deste.
Em uma modalidade preferida, a doenca é tratada administrando-se
uma ABM que € um anticorpo quimérico (por exemplo humanizado),
ou um fragmento quimérico de um anticorpo. Em uma modalidade, a
ABM ¢é administrada em uma quantidade de cerca de 1,0 mg/kg a cer-
ca de 15,0 mg/kg. Em uma outra modalidade, a ABM é administrada
em uma quantidade de cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 12,0 mg/kg. Em
uma outra modalidade, a ABM é administrada em uma quantidade de
cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 4,5 mg/kg. Em uma outra modalidade, a
ABM é administrada em uma quantidade de cerca de 4,5 mg/kg a cer-
ca de 12,0 mg/kg. Em uma outra modalidade, a ABM é administrada

em uma quantidade selecionada do grupo consistindo em cerca de

Peticaio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 21/197



17/185

1,5, cerca de 4,5, e cerca de 12,0 mg/kg.

[032] Ainda em um outro aspecto, a invengao € relacionada a
uma célula hospedeira engendrada para expressar pelo menos um
acido nucléico que codifica um polipeptideo tendo atividade de GnTlII
em uma quantidade suficiente para modificar os oligossacarideos na
regido Fc da ABM produzida pela célula hospedeira, em que a ABM é
capaz de competir com o anticorpo ICR62 de rato pela ligagdo a EGFR
e em que a ABM é quimérica. Em uma modalidade, o polipeptideo
tendo atividade de GnTIll € um polipeptideo de fusdo. Em uma outra
modalidade, a ABM produzida pela célula hospedeira € um anticorpo
ou um fragmento de anticorpo. Em uma modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo € humanizado. Em uma outra modalidade, a
ABM compreende uma regido equivalente a regido Fc de uma IgG
humana.

[033] A invengao também é direcionada a um polinucleotideo iso-
lado compreendendo pelo menos uma (por exemplo, uma, duas, trés,
quatro, cinco, ou seis) regidao determinante de complementaridade do
anticorpo ICR62 de rato, ou uma variante ou forma truncada desta
contendo pelo menos os residuos determinantes de especificidade pa-
ra a dita regidao determinante de complementaridade, em que o dito
polinucleotideo isolado codifica um polipeptideo de fusdo. Preferivel-
mente, tais polinucleotideos isolados codificam um polipeptideo de fu-
sao que € uma molécula de ligagao de antigeno. Em uma modalidade,
o polinucleotideo compreende trés regides determinantes de comple-
mentaridade do anticorpo ICR62 de rato, ou variantes ou formas trun-
cadas destas contendo pelo menos os residuos determinantes de es-
pecificidade para cada uma das ditas trés regides determinantes de
complementaridade. Em uma outra modalidade, o polinucleotideo co-
difica a regido variavel inteira da cadeia leve ou pesada de um anticor-

po quimérico (por exemplo, humanizado). A invengcao € direcionada
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ainda aos polipeptideos codificados por tais polinucleotideos.

[034] Em uma outra modalidade, a invencéo é direcionada a uma
molécula de ligagdo de antigeno compreendendo pelo menos uma
(por exemplo, uma, duas, trés, quatro, cinco, ou seis) regido determi-
nante de complementaridade do anticorpo ICR62 de rato, ou uma vari-
ante ou forma truncada deste contendo pelo menos os residuos de-
terminantes de especificidade para a dita regido determinante de com-
plementaridade, e compreendendo uma sequéncia derivada de um
polipeptideo heterélogo. Em uma modalidade, a molécula de ligagao
de antigeno compreende trés regides determinantes de complementa-
ridade do anticorpo ICR62 de rato, ou variantes ou formas truncadas
deste contendo pelo menos os residuos determinantes de especifici-
dade para cada uma das ditas trés regides determinantes de comple-
mentaridade. Em um outro aspecto, a molécula de ligagdo de antigeno
compreende a regido variavel de uma cadeia leve ou pesada de anti-
corpo. Em uma modalidade particularmente util, a molécula de ligagao
de antigeno € um anticorpo quimeérico, por exemplo, humanizado. A
invencao também é direcionada aos métodos de fabricar tais molécu-
las de ligagao de antigeno, e o uso das mesmas no tratamento de do-
enga, incluindo malignidades tais como céanceres da bexiga, cérebro,
cabeca e pescoco, pancreas, pulmao, mama, ovario, colon, prostata,
pele, e rim.

[035] A célula hospedeira da presente invengao pode ser seleci-
onada do grupo que inclui, mas é nao limitada a, uma célula HEK293-
EBNA, uma célula CHO, uma célula BHK, uma célula NSO, uma célula
SP2/0, uma célula de mieloma YO, uma célula de mieloma de camun-
dongo P3X63, uma célula PER, uma célula PER.C6 ou uma célula de
hibridoma. Em uma modalidade, a célula hospedeira da invencao
compreende ainda um polinucleotideo transfectado compreendendo

um polinucleotideo que codifica a regido VL do anticorpo ICR62 de ra-
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to ou variantes deste e uma sequéncia que codifica uma regido equi-
valente a regido Fc de uma imunoglobulina humana. Em uma outra
modalidade, a célula hospedeira da invencdo compreende ainda um
polinucleotideo transfectado compreendendo um polinucleotideo que
codifica a regido VH do anticorpo ICR62 de rato ou variantes deste e
uma sequéncia que codifica uma regido equivalente a regido Fc de
uma imunoglobulina humana.

[036] Em um outro aspecto, a invencgao é direcionada a uma célu-
la hospedeira que produz uma ABM que exibe afinidade de ligagdo do
receptor de Fc aumentada e/ou funcido efetora aumentada como um
resultado da modificagcdo de seus oligossacarideos. Em uma modali-
dade, a afinidade de ligagdo aumentada € a um receptor de Fc, parti-
cularmente, o receptor FcyRIIIA. A fungédo efetora considerada aqui
pode ser selecionada do grupo que inclui, mas € nao limitado a, citoto-
xicidade celular mediada por Fc aumentada; ligagdo aumentada a cé-
lulas NK; ligacdo aumentada a macrofagos; ligagdo aumentada a célu-
las polimorfonucleares; ligagdo aumentada a mondcitos; apoptose de
inducao de sinalizacio direta aumentada; maturacio de célula dendtri-
tica aumentada; e imprimacéao de célula T aumentada.

[037] Em uma outra modalidade, a célula hospedeira da presente
invencao compreende pelo menos um acido nucléico que codifica um
polipeptideo tendo atividade de GnTlIll que é operavelmente ligado a
um elemento promotor constitutivo.

[038] Em um outro aspecto, a invencao € direcionada a um mé-
todo para produzir uma ABM em uma célula hospedeira, compreen-
dendo: (a) cultivar uma célula hospedeira engendrada para expressar
pelo menos um polinucleotideo que codifica um polipeptideo de fuséo
tendo atividade de GnTIIl sob condigbes que permitem a producao da
dita ABM e que permitem a modificacdo dos oligossacarideos presen-

tes na regidao Fc da dita ABM; e (b) isolar a dita ABM; em que a dita
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ABM ¢é capaz de competir com o anticorpo ICR62 de rato pela ligacao
a EGFR e em que a dita ABM é quimérica (por exemplo, humanizada).
Em uma modalidade, o polipeptideo tendo atividade de GnTIll € um
polipeptideo de fusao, preferivelmente compreendendo o dominio ca-
talitico de GnTlll e o dominio de localizagdo de Golgi de um polipepti-
deo residente de Golgi heterdlogo selecionado do grupo consistindo no
dominio de localizagdo de manosidase |lI, o dominio de localizagao de
B(1,2)-N-acetilglicosaminiltransferase | ("GnTI"), o dominio de localiza-
cdo de manosidase |, o dominio de localizagcdo de [(1,2)-N-
acetilglicosaminiltransferase Il ("GnTII"), e o dominio de localizac&o de
fucosiltransferase de nucleo a1-6. Preferivelmente, o dominio de loca-
lizacdo de Golgi € de manosidase Il ou GnTI.

[039] Em um outro aspecto, a invengao € direcionada a um mé-
todo para modificar o perfil de glicosilagdo de uma ABM anti-EGFR
produzida por uma célula hospedeira compreendendo introduzir na
célula hospedeira pelo menos um acido nucléico ou vetor de expres-
sao da invengcdo. Em uma modalidade, a ABM €& um anticorpo ou um
fragmento deste; preferivelmente compreendendo a regidao Fc de uma
IgG. Alternativamente, o polipeptideo € uma proteina de fusdo que in-
clui uma regiao equivalente a regidao Fc de uma IgG humana.

[040] Em um aspecto, a invencéo é relacionada a um anticorpo
quimérico, recombinante, ou um fragmento deste, capaz de competir
com o anticorpo ICR62 de rato pela ligacdo a EGFR e tendo fucosila-
¢ao reduzida.

[041] Em um outro aspecto, a presente invencao € direcionada a
um método de modificar a glicosilagdo do anticorpo recombinante ou
um fragmento deste da invencédo usando-se um polipeptideo de fusao
tendo atividade de GnTIIl e compreendendo o dominio de localizagcao
de Golgi de um polipeptideo residente de Golgi heter6logo. Em uma

modalidade, os polipeptideos de fusdo da invencdo compreendem o
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dominio catalitico de GnTIll. Em uma outra modalidade, o dominio de
localizagao de Golgi é selecionado do grupo consistindo em: o dominio
de localizacdo de manosidase IlI, o dominio de localizacdo de GnTl, o
dominio de localizacdo de manosidase |, o dominio de localizagdo de
GnTIl e o dominio de localizacéo de fucosiltransferase de nucleo a1-6.
Preferivelmente, o dominio de localizagdo de Golgi é de manosidase |l
ou GnTI.

[042] Em uma modalidade, o método da invencéo € direcionado
para produzir um anticorpo quimérico, recombinante ou um fragmento
deste, com oligossacarideos modificados em que os ditos oligossaca-
rideos modificados tém fucosilacdo reduzida quando comparados aos
oligossacarideos ndo modificados. De acordo com a presente inven-
¢ao, estes oligossacarideos modificados podem ser hibridos ou com-
plexos. Em uma outra modalidade, o método da invencao € direciona-
do para produzir um anticorpo recombinante, quimérico (por exemplo,
humanizado) ou um fragmento deste tendo uma propor¢do aumentada
de oligossacarideos nao fucosilados, bifurcados na regido Fc do dito
polipeptideo. Em uma modalidade, os oligossacarideos nao fucosila-
dos, bifurcados séo hibridos. Em uma outra modalidade, os oligossa-
carideos nao fucosilados, bifurcados sdo complexos. Em uma outra
modalidade, o método da invencao é direcionado para produzir um an-
ticorpo quimérico, recombinante ou um fragmento deste tendo pelo
menos 20 % dos oligossacarideos na regidao Fc do dito polipeptideo
que sao bifurcados, ndo fucosilados. Em uma modalidade preferida,
pelo menos 30 % dos oligossacarideos na regido Fc do dito polipepti-
deo sdo bifurcados, nao fucosilados. Em uma outra modalidade prefe-
rida, em que pelo menos 35 % dos oligossacarideos na regido Fc do
dito polipeptideo séo bifurcados, nao fucosilados.

[043] Em um outro aspecto, a invengéo é direcionada a um anti-

corpo quimeérico, recombinante ou um fragmento deste, que exibe afi-
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nidade de ligagdo do receptor de Fc aumentada e/ou fungéo efetora
aumentada como um resultado da modificacdo de seus oligossacari-
deos. Em uma modalidade, a afinidade de ligagdo aumentada é para
um receptor de ativacdo de Fc. Em uma outra modalidade, o receptor
de Fc é o receptor de ativagdo de Fcy, particularmente, o receptor de
FcyRIIIA. A fungdo efetora considerada aqui pode ser selecionada do
grupo que inclui, mas € néao limitado a, citotoxicidade celular mediada
por Fe aumentada; ligagdo aumentada a células NK; ligacdo aumenta-
da a macroéfagos; ligagdo aumentada a células polimorfonucleares; li-
gagao aumentada a mondcitos; apoptose de indugdo de sinalizagao
direta aumentada; maturacdo de célula dendtritica aumentada; e im-
primagao de célula T aumentada.

[044] Em um outro aspecto, a invencdo é direcionada a um frag-
mento de anticorpo recombinante, quimérico (por exemplo, humaniza-
do), tendo a especificidade de ligagdo do anticorpo ICR62 de rato e con-
tendo a regido Fc, que é engendrada para ter fungéo efetora aumentada
produzida por qualquer um dos métodos da presente invencao.

[045] Em um outro aspecto, a presente invencao é direcionada a
uma proteina de fusao que inclui um polipeptideo tendo uma sequén-
cia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NO: 1; SEQ ID No: 3;
SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 9; SEQ ID No: 11; SEQ ID
No: 13; SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 17; SEQ ID No: 19; SEQ ID No:
21; SEQ ID No: 23; SEQ ID No: 25; SEQ ID No: 27; SEQ ID No: 29;
SEQ ID No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37; SEQ
ID No: 39; e SEQ ID No: 121, e uma regido equivalente a regido Fc de
uma imunoglobulina e engendrada para ter fungcédo efetora aumentada
produzida por qualquer um dos métodos da presente invencao.

[046] Em um outro aspecto, a presente invencao € direcionada a
uma proteina de fusdo que inclui um polipeptideo tendo uma sequéncia
selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NO: 43, SEQ ID No: 45;
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SEQ ID No: 49; e SEQ ID No: 51 e uma regido equivalente a regiao Fc
de uma imunoglobulina e engendrada para ter fungédo efetora aumenta-
da produzida por qualquer um dos métodos da presente invencao.

[047] Em um aspecto, a presente invencao é direcionada a uma
composigao farmacéutica compreendendo um anticorpo recombinante,
quimérico (por exemplo, humanizado), produzido por qualquer um dos
métodos da presente invencdo, e um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel. Em um outro aspecto, a presente invencgao € direcionada a uma
composigcao farmacéutica compreendendo um fragmento de anticorpo
recombinante, quimérico (por exemplo, humanizado) produzido por
qualquer um dos métodos da presente invencao, e um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel. Em um outro aspecto, a presente invencgao é
direcionada a uma composi¢cdo farmacéutica compreendendo uma
proteina de fusdo produzido por qualquer um dos métodos da presente
invencgao, e veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[048] Em um outro aspecto, a invencéo € direcionada a um mé-
todo para alvejar células que expressam EGFR in vivo ou in vitro. Em
uma modalidade, a presente invencao € direcionada a um método pa-
ra alvejar células que expressam EGFR em um paciente compreen-
dendo administrar ao paciente uma composi¢cdo compreendendo uma
ABM da invencgao.

[049] Ainda em um outro aspecto, a presente invencao é direcio-
nada a um meétodo para detectar in vivo ou in vitro a presenca de
EGFR em uma amostra, por exemplo, para diagnosticar um disturbio
relacionado a expressao de EGFR. Em uma modalidade, a detecgéao é
realizada contatando-se uma amostra a ser testada, opcionalmente
com uma amostra de controle, com uma ABM da presente invencao,
sob condi¢des que levam em consideracao a formacao de um comple-
xo entre a ABM e EGFR. A formacao do complexo depois € detectada

(por exemplo, por ELISA ou outros métodos conhecidos na técnica).
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Quando do uso de uma amostra de controle com a amostra de teste,
qualquer diferenca estatisticamente significante na formagdo de com-
plexos de ABM-EGFR quando comparando as amostras de teste e
controle € indicativo da presenca de EGFR na amostra de teste.

[050] A invencdo € direcionada ainda a um método de tratar um
disturbio relacionado a expressado de EGFR, em particular, um disturbio
de proliferacao de célula em que EGFR é expressado, e mais particu-
larmente, em que EGFR € anormalmente expressado (por exemplo su-
perexpressado), incluindo canceres da bexiga, cérebro, cabega e pes-
Ccoco, pancreas, pulmdo, mama, ovario, célon, prostata, pele, e rim
compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz
do anticorpo recombinante, quimérico (por exemplo, humanizado) ou
fragmento deste, produzido por qualquer um dos métodos da presente
invencao, a um paciente humano em necessidade deste.

Breve Descricao das Figuras

[051] A figura 1 mostra a atividade funcional de cadeias de poli-
peptideo ICR62 de rato-humano quimérico pesadas e leves individuais
quando combinada com as constructos de ICR62 humanizado I-HHC
(cadeia pesada) e I-KB (cadeia leve). rVL representa a cadeia leve
quimeérica, e rVH representa a cadeia pesada quimérica. A designagao
"r'" indica que os dominios variaveis sdo do anticorpo original de rato.
[052] A figura 2 mostra a atividade de ligacdo de anticorpos
ICR62 humanizados compreendendo constructos da regido variavel
de cadeia pesada I-HHC, I-HHA e I-HLA e constructos da regiao vari-
avel de cadeia leve humanizadas I-KA e |I-KB emparelhadas em va-
rias configuracoes.

[053] A figura 3 mostra atividade de ligagdo de anticorpos ICR62
humanizados compreendendo constructos da regido variavel de cadeia
pesada |-HLB, I-HLC e I-HLA e constructos da regido variavel de cadeia

leve humanizadas |-KA e |I-KC emparelhadas em varias configuracées.
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[054] A figura 4 mostra atividade de ligacdo de anticorpos ICR62
humanizados compreendendo constructos da regido variavel de ca-
deia pesada I-HLAZ2, I-HLAS3 e I-HLA4 e constructo da regido variavel
de cadeia leve humanizada |-KC quando comparados ao anticorpo
ICR62 de rato-humano quimérico.

[055] A figura 5 mostra atividade de ligagdo de anticorpos ICR62
humanizados compreendendo constructos da regido variavel de ca-
deia pesada I-HLA1, I-HLA3, I-HLAS e I-HLAG6 e constructo da regiéao
variavel de cadeia leve humanizada I-KC quando comparados ao anti-
corpo ICR62 de rato-humano quimérico.

[056] A figura 6 mostra atividade de ligagao de anticorpos ICR62
humanizados compreendendo constructos da regido variavel de ca-
deia pesada I-HLA7, I-HLAG, e I-HHB e constructo da regido variavel
de cadeia leve humanizada |-KC quando comparados ao anticorpo
ICR62 de rato-humano quimeérico.

[057] A figura 7 mostra atividade de ligagao de anticorpos ICR62
humanizados compreendendo constructos da regiao variavel de ca-
deia pesada I-HHF, I-HLA9, e I-HLA8 e constructo da regiao variavel
de cadeia leve humanizada |-KC quando comparados ao anticorpo
ICR62 de rato-humano quimeérico.

[058] A figura 8 mostra atividade de ligagdo de anticorpos huma-
nizados compreendendo constructos da regido variavel de cadeia pe-
sada |-HHB, I-HHD, I|-HHG, I-HHF, [-HLA7, e I-HLA9 e constructo da
regiao variavel de cadeia leve humanizada I-KC.

[059] A figura 9 mostra uma comparacgao de citotoxicidade celular
mediada por anticorpo (ADCC) para varias glicoformas do anticorpo
ICR62 quimérico, assim como para a variante humanizada |-HLA4.
"G1" refere-se a glicoengenharia do anticorpo por co-expressdo com
GnTIIl. "G2" refere-se a glicoengenharia do anticorpo por co-expressao

com GnTIlll e Manll. "WT" refere-se aos anticorpos que n&o foram gli-
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coengendrados. Os constructos de cadeia pesada humanizados foram
emparelhados com o constructo de cadeia leve |-KC.

[060] A figura 10 mostra uma comparagédo de ADCC para a forma
nao glicoengendrada (WT) e a glicoforma G2 (isto €, glicoengendrada
por co-expressdo com GnTIlll e Manll) dos constructos de anticorpo
ICR62 humanizado I-HHB e I-HLA7. Os mesmos anticorpos foram
aplicados a duas linhagens de célula alvo diferentes: no Painel A, a
linhagem de célula alvo LN229 foi usada; no Painel B, a linhagem de
célula A431 foi usada. Os constructos de cadeia pesada humanizados
foram emparelhados com o constructo de cadeia leve I-KC.

[061] As figuras 11A e 11B mostram uma comparagao de ADCC
para as formas ndo glicoengendradas (WT) e glicoformas G2 de
ICR62 quimérico e os constructos de anticorpo ICR62 humanizado I-
HHB e [-HLA7. A linhagem de célula alvo A431 foi usada. Os construc-
tos de cadeia pesada humanizados foram emparelhados com ao cons-
tructo de cadeia leve I-KC.

[062] A figura 12 mostra uma comparacédo de 72h ADCC para
glicoformas G2 de ICR62 quimérico e os constructos de anticorpo
ICR62 humanizado I-HHB e I-HLA7. Os constructos de cadeia pesa-
da humanizados foram emparelhados com ao constructo de cadeia
leve I-KC.

[063] A figura 13 mostra uma alinhamento de sequéncia de ami-
noacido de constructos da regidao variavel de cadeia pesada de ICR62
humanizado comparada as sequéncias de ICR62 de rato. As manchas
representam identidade de residuos de aminoacido em uma posi¢ao
dada dentro de um constructo dado.

[064] A figura 14 mostra um ensaio de ligacdo de FcgamaRllla-
Fc usando células CHO que exibem FcgamaRllla humano recombi-
nante. Um anticorpo de IgG1 anti-EGFR humanizado I-HHB/KC glico-

engendrado foi comparado a um anticorpo nao glicoengendrado (Wt).
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[065] A figura 15 mostra um perfil de oligossacarideo MALD/TOF-
MS para o anticorpo de IgG1 anti-EGFR humanizado glicoengendrada,
I-HHB/KC. A glicoengenharia obtida por superexpressao nas células
que produzem anticorpo de genes que codificam enzimas com ativida-
des de GnTIll e Golgi Manosidase Il, produzindo acima de 70 % de
oligossacarideos lidados a Fc-Asn297 néao fucosilados.

[066] A figura 16 mostra um perfil de precisdo anti-EGFR (n = 6
replica através da faixa de calibragdo) para a determinagdo de anti-
EGFR em 1 % de matriz de soro de macaco (mistura de soro de ma-
caco CMS25/31/33, fornecida por HLS).

[067] A figura 17 mostra uma curva de calibragdo anti-EGFR re-
presentativa para a determinacao de anti-EGFR em 1 % de matriz de
soro de macaco.

[068] A figura 18 mostra concentragdes séricas de anti-EGFR no
Dia 1 da administracao intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos
cinomolgos machos.

[069] A figura 19 mostra concentragdes séricas de anti-EGFR no
Dia 1 de administracao intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos
cinomolgos fémeas.

[070] A figura 20 mostra o relacionamento entre as areas sob as
curvas de concentragdo-tempo de anti-EGFR sérico (AUC1ss) € 0 nivel
de dose no Dia 1 da administrac&o intravenosa semanal de anti-EGFR
a macacos cinomolgos.

[071] A figura 21 mostra concentracdes séricas de anti-EGFR du-
rante a administracao intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos
cinomolgos machos.

[072] A figura 22 mostra concentracdes séricas de anti-EGFR du-
rante a administracao intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos
cinomolgos fémeas.

[073] A figura 23 mostra o perfil de MALDI/TOF-MS de oligossa-
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carideos do anticorpo anti-EGFR engendrado em Fc (glicoengendra-
do) usado para os estudos em macaco in vivo descritos nos Exemplos
aqui abaixo.

[074] A figura 24 mostra a ligagdo a EGFR expressado na super-
ficie de células de carcinoma epidermdide A431 humano. O anticorpo
usado para o estudo de ligagao foi o anticorpo anti-EGFR engendrado
em Fc (constructo I-HHB) usado para os estudos em macaco in vivo
descritos nos Exemplos aqui abaixo.

[075] A figura 25 mostra a ligagdo ao EGFR expressado na su-
perficie de células do rim COS-7 de macaco. O anticorpo usado foi 0
anticorpo anti-EGFR (cadeia pesada de I-HHB; cadeia leve de I-KC).
Para referéncia, a ligacdo a células que expressam EGFR humano
pequenas, células do cancer de mama MCF-7, é mostrada.

[076] A figura 26 mostra a ligacdo de Fc-FcgamaRllla usando
uma célula inteira (células CHO engendradas para expressar FcgRllla
humano em sua superficie). O anticorpo usado foi o anticorpo anti-
EGFR engendrado em Fc (glicoengendrada) usado para os estudos
em macaco in vivo descritos nos Exemplos aqui abaixo. A ligac&o para
um anticorpo de IgG1 de controle ndo engendrado em Fc (ndo modifi-
cado) é mostrada para comparacao.

[077] A figura 27 mostra ADCC mediado por anticorpo anti-EGFR
engendrado em Fc (glicoengendrada). As células alvo sao células de
carcinoma pulmonar humano A549. A atividade de ADCC para a forma
ndo engendrada em Fc (ndo modificada) do anticorpo € mostrada para
comparagao.

[078] A figura 28 mostra ADCC mediado por anticorpo anti-EGFR
engendrado em Fc (glicoengendrado). As células alvo sao linhagem de
célula de queratinécito de macaco cinomolgo CYNOM-K1. A atividade
de ADCC para a forma ndo engendrada em Fc (ndo modificada) do

anticorpo € mostrada para comparagao.
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[079] A figura 29 mostra a ligag¢ao alvo de EGFR de varias varian-
tes do constructo de cadeia leve com base no constructo I-KC empare-
Ihado com ao constructo I-HHD de cadeia pesada.

Descricao Detalhada da Invencéo

[080] Os termos sdo usados aqui como geralmente usados na
técnica, a menos que de outro modo definido como segue.

[081] Como aqui usado, o termo anticorpo € intencionado a incluir
moléculas de anticorpo inteiro, incluindo anticorpos monoclonais, poli-
clonais e multiespecificos (por exemplo, biespecificos), assim como
fragmentos de anticorpo tendo a regido Fc e retendo especificidade de
ligacéo, e proteinas de fusdo que incluem uma regido equivalente a
regiao Fc de uma imunoglobulina e que retém a especificidade de liga-
¢do. Também abrangidos sdo fragmentos de anticorpo que retém a
especificidade de ligacéo incluindo, mas nao limitados a, fragmentos
de VH, fragmentos de VL, fragmentos Fab, fragmentos F(ab')2, frag-
mentos scFv, fragmentos Fv, minicorpos, diacorpos, triacorpos, e te-
tracorpos (ver, por exemplo, Hudson e Souriau, Nature Med. 9: 129134
(2003)). Também abrangidos sao anticorpos humanizados, primatiza-
dos e quiméricos.

[082] Como aqui usado, o termo regidao Fc é intencionado a refe-
rir-se a uma regiao de terminal C de uma cadeia pesada de IgG. Em-
bora os limites da regido Fc de uma cadeia pesada de IgG possam
variar levemente, a regido Fc de cadeia pesada de IgG humana é usu-
almente definida para estender-se do residuo de aminoacido na posi-
cao Cys226 ao término carboxila.

[083] Como aqui usado, o termo regido equivalente a regido Fc
de uma imunoglobulina € intencionado a incluir variantes alélicas que
ocorrem naturalmente da regido Fc de uma imunoglobulina assim co-
mo variantes tendo alteracbes que produzem substituicdes, adicoes,

ou supressdes mas que nao diminuem substancialmente a capacidade
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da imunoglobulina para mediar fungdes efetoras (tais como citotoxici-
dade celular dependente de anticorpo). Por exemplo, um ou mais ami-
noacidos podem ser suprimidos do término N ou término C da regi&o
Fc de uma imunoglobulina sem perda substancial da fun¢do bioldgica.
Tais variantes podem ser selecionadas de acordo com regras gerais
conhecidas na técnica de modo a ter efeito minimo na atividade. (Ver,
por exemplo, Bowie, J. U. et al., Science 247:1306-1310 (1990).

[084] Como aqui usado, o termo EGFR refere-se ao receptor do
fator de crescimento epidérmico humano (também conhecido como
HER-1 ou Erb-B1) (Ulrich, A. et al., Nature 309:418-425 (1984); Swis-
sProt Accession N°P00533; numeros de acesso secundarios: O00688,
000732, P06268, Q14225, Q92795, Q9BZS2, Q9GZX1, Q9H2C9,
Q9H3C9, Q9UMD7, Q9UMDS8, Q9UMGS5), assim como isoformas que
ocorrem naturalmente e variantes destas. Tais isoformas e variantes
incluem mas sao ndo limitadas a variante de EGFRVIII, produtos de
unido alternativos (por exemplo, como identificado por numeros de
Acesso SwissProt P00533-1, P00533-2, P00533-3, P00533-4), varian-
tes GLN-98, ARG-266, Lys-521, ILE-674, GLY-962, e PRO-988 (Li-
vingston, R.J. et al., NIEHS-SNPs, environmental genome project,
NIEHS ES15478, Department of Genome Sciences, Seattle, WA
(2004)), e outros identificados pelos numeros de acesso seguintes:
NM_005228,3, NM_201282,1, NM_201283,1, NM_201284,1 (mRNAs
de REFSEQ); AF125253,1, AF277897,1, AF288738,1, Al2176711,
AK127817,1, AL598260,1, AU137334,1, AW163038,1, AW295229,1,
BCO57802,1, CB160831,1, KO03193,1, U48722,1, U95089,1,
X00588,1, X00663,1; H54484S1, H54484S3, H54484S2 (montagem
de MIPS); DT.453606, DT.86855651, DT.95165593, DT.97822681,
DT.95165600, DT.100752430, DT.91654361, DT.92034460,
DT.92446349, DT.97784849, DT.101978019, DT.418647,
DT.86842167, DT.91803457, DT.92446350, DT.95153003,
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DT.95254161, DT.97816654, DT.87014330, DT.87079224 (montagem
de DOTS).

[085] Como aqui usado, o termo ligando de EGFR refere-se a um
polipeptideo que liga-se a e/ou ativa EGFR. O termo inclui formas de
precursor ligado a membrana do ligando de EGFR, assim como for-
mas soluveis proteoliticamente processadas do ligando de EGFR.
[086] Como aqui usado, o termo ativacédo de ligando de EGFR
refere-se a transdugéo de sinal (por exemplo, aquela causada por um
dominio de cinase intracelular de residuos de tirosina fosforilantes do
receptor EGFR no EGFR ou um polipeptideo de substrato) mediada
por ligacéo do ligando de EGFR.

[087] Como aqui usado, o termo doenca ou disturbio caracteriza-
do por ativagdo ou produgdo anormais de EGFR ou um ligando de
EGFR ou disturbio relacionado a expressao de EGFR, refere-se a uma
condicdo, que pode envolver ou nao malignidade ou cancer, onde a
ativacao e/ou producédo anormais de EGFR e/ou um ligando de EGFR
esta ocorrendo em células ou tecidos de um paciente tendo, ou pre-
disposto, a doenca ou disturbio.

[088] Como aqui usado, os termos superexpressam, superex-
pressado, e superexpressando, como usado em combinacao com ceé-
lulas que expressam EGFR, referem-se as células que tém niveis
mensuravelmente mais altos de EGFR na superficie destas compara-
das a uma célula normal do mesmo tipo de tecido. Tal superexpressao
pode ser causada por amplificacdo de gene ou por transcricao ou tra-
ducdo aumentadas. A expressao de EGFR (e, consequentemente, su-
perexpressao) pode ser determinada em um ensaio de diagndstico ou
prognostico avaliando-se niveis de EGFR presentes na superficie de
uma ceélula ou em um lisato celular por técnicas que sao conhecidas
no ramo: por exemplo, por intermédio de um ensaio de imunoistoqui-

mica, ensaio de imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico, ELISA,
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citometria de fluxo, radioimunoensaio, Western blot, ligacdo de ligan-
do, atividade de cinase, etc. (Ver geralmente, CELL BIOLOGY: A LA-
BORATORY HANDBOOK, Celis, J., ed., Academic Press (2d ed.,
1998); CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE, Coligan, J.E.
et al., eds., John Wiley & Sons (1995-2003); ver também, Sumitomo et
al., Clin. Cancer Res. 10: 794801 (2004) (que descrevem Western blot,
citometria de fluxo, e imunoistoquimica) os conteudos inteiros das
quais sé&o aqui incorporados por referéncia)). Alternativa, ou adicio-
nalmente, uma pessoa pode medir niveis de moléculas de acido nu-
cléico que codificam EGFR na célula, por exemplo, por intermédio de
técnicas de hibridizagdo fluorescente in situ, Southern blotting, ou
PCR. Os niveis de EGFR em células normais sdo comparados aos
niveis de células afetados por um disturbio de proliferacido de célula
(por exemplo, cancer) para determinar se EGFR é superexpressado.
[089] Como aqui usado, o termo molécula de ligagao de antigeno
refere-se em seu sentido mais amplo a uma molécula que especifica-
mente liga-se a um determinante antigénico. Mais especificamente,
uma molécula de ligagdo de antigeno que liga-se a EGFR é uma mo-
lécula que especificamente liga-se a um receptor de transmembrana
de 170 kDa, tipicamente designado como o receptor do fator de cres-
cimento epidérmico (EGFR), mas também conhecido como HER-1 ou
ErbB1. Por "especificamente liga-se a" € significado que a ligacao é
seletiva para o antigeno e pode ser distinguida de interagdes indeseja-
das ou nao especificas.

[090] Como aqui usado, os termos fusao e quimérico, quando
usados em referéncia aos polipeptideos tais como ABMs referem-se
aos polipeptideos compreendendo sequéncias de aminoacido deriva-
das de dois ou mais polipeptideos heterdlogos, tais como porgdes de
anticorpos de espécies diferentes. Para ABMs quiméricas, por exem-

plo, os componentes de ligacdo que nado de antigeno podem ser deri-
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vados de uma variedade ampla de espécies, incluindo primatas tais
como chimpanzés e seres humanos. A regido constante da ABM qui-
mérica € o mais preferivelmente substancialmente idéntica a regido
constante de um anticorpo humano natural; a regido variavel do anti-
corpo quimérico € o mais preferivelmente substancialmente idéntica
aquela de um anticorpo anti-EGFR recombinante tendo a sequéncia
de aminoacido da regido variavel de murino. Os anticorpos humaniza-
dos sdo uma forma particularmente preferida de anticorpo de fusdo ou
quimérico.

[091] Como aqui usado, um polipeptideo tendo atividade de
GnTIII refere-se aos polipeptideos que sdo capazes para catalisar a
adicdo de um residuo de N-acetilglicosamina (GIcNAc) na ligagao 3-1-
4 ao manosideo B-ligado do nucleo de trimanosila de oligossacarideos
N-ligados. Isto inclui polipeptideos de fusdo que exibem atividade en-
zimatica similar a, mas nao necessariamente idéntica a, uma atividade
de B(1,4)-N-acetilglicosaminiltransferase Ill, também conhecida como
B-1,4-manosil-glicoproteina 4-beta-N-acetilglicosaminil-transferase (EC
2.4.1.144), de acordo com o Nomenclature Committee of the Internati-
onal Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), como
medido em um ensaio biolégico particular, com ou sem dependéncia
de dose. No caso onde a dependéncia de dose existe, € necessario
gue nao seja idéntica aquela de GnTIIl, mas ao invés substancialmen-
te similar a dependéncia de dose em uma atividade dada quando
comparada a GnTIII (isto é, o polipeptideo candidato exibira atividade
maior ou ndo mais do que cerca de 25 vezes menos e, preferivelmen-
te, ndo mais do que cerca de dez vezes menos atividade, e o mais
preferivelmente, ndo mais do que cerca de trés vezes menos atividade
em relagcédo a GnTIIl.)

[092] Como aqui usado, o termo variante (ou analogo) refere-se a

um polipeptideo que difere de um polipeptideo especificamente relaci-
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onado da invengdo por insercdes, supressoes, e substituicdes de ami-
noacido, criadas usando, por exemplo, técnicas de DNA recombinante.
As variantes das ABMs da presente invencdo incluem moléculas de
ligacdo de antigeno quiméricas, primatizadas ou humanizadas em que
um ou varios dos residuos de aminoacido sdo modificados por substi-
tuicdo, adicdo e/ou supressdo em tal maneira que ndo substancial-
mente afeta a afinidade de ligagdo de antigeno (por exemplo, EGFR).
A orientacdo em determinar que residuos de aminoacido podem ser
substituidos, adicionados ou suprimidos sem abolir as atividades de
interesse, pode ser encontrada comparando-se a sequéncia do poli-
peptideo particular com aquela de peptideos homdlogos e minimizan-
do o numero de mudancas na sequéncia de aminoacido feitas em re-
gides de homologia alta (regides conservadas) ou substituindo-se ami-
noacidos com sequéncia de consenso.

[093] Alternativamente, variantes recombinantes que codificam
estes mesmos polipeptideos ou similares podem ser sintetizadas ou
selecionadas fazendo-se uso da "redundancia" no cddigo genético.
Varias substituicbes de cddon, tais como as mudancgas silenciosas que
produzem varios sitios de restricdo, podem ser introduzidas para oti-
mizar a clonagem em um vetor de plasmideo ou viral ou expressdo em
um sistema procariotico ou eucariotico particular. As mutagdes no se-
guéncia de polinucleotideo podem ser refletidas no polipeptideo ou
dominios de outros peptideos adicionados ao polipeptideo para modi-
ficar as propriedades de qualquer parte do polipeptideo, para mudar
caracteristicas tais como afinidades de ligacao de ligando, afinidades
intercadeia, ou taxa de degradagao/regeneracgao.

[094] Preferivelmente, "substituicdes" de aminoacido séo o resul-
tado de substituir um aminoacido com um outro aminoacido tendo pro-
priedades estruturais e/ou quimicas similares, isto &, substituicbes de

aminoacido conservativas. As substituicdes de aminoacido "conserva-
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tivas" podem ser feitas na base de similaridade em polaridade, carga,
solubilidade, hidrofobicidade, hidrofilicidade, e/ou a natureza anfipatica
dos residuos envolvidos. Por exemplo, aminoacidos nao polares (hi-
drofébicos) incluem alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenila-
lanina, triptofano, e metionina; aminoacidos neutros polares incluem
glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, e glutamina;
aminoacidos positivamente carregados (basico) incluem arginina, lisi-
na, e histidina; e aminoacidos negativamente carregados (acido) inclu-
em acido aspartico e acido glutdmico. "Insergcdes" ou "supressdes” es-
tao preferivelmente na faixa de cerca de 1 a 20 aminoacidos, mais pre-
ferivelmente 1 a 10 aminoacidos. A variacdo permitida pode ser expe-
rimentalmente determinada fazendo-se sistematicamente insercées,
supressoes, ou substituicbes de aminoacidos em uma molécula de po-
lipeptideo usando técnicas de DNA recombinante e avaliando as vari-
antes recombinantes resultantes quanto a atividade.

[095] Como aqui usado, o termo humanizado é usado para referir-
se a uma molécula de ligagdo de antigeno derivada de uma molécula
de ligagao de antigeno ndo humana, por exemplo, um anticorpo de mu-
rino, que retém ou substancialmente retém as propriedades de ligagao
de antigeno da molécula precursora mas que € menos imunogénico em
seres humanos. Isto pode ser obtido por varios métodos incluindo (a)
enxertar os dominios variaveis nao humanos inteiros em regidées cons-
tantes humanas para gerar anticorpos quiméricos, (b) enxertar apenas
as CDRs nado humanas nas regides de estrutura e constantes humanas
com ou sem retencdo de residuos de estrutura criticos (por exemplo,
aqueles que sao importantes para reter boa afinidade de ligacéo de an-
tigeno ou fungdes de anticorpo), ou (c) transplantar os dominios varia-
veis ndo humanos inteiros, mas "ocultando-os" com uma se¢ao seme-
Ihante a humana por substituicado de residuos superficiais. Tais métodos

sao descritos em Jones et al., Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
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81:6851-6855 (1984); Morrison e Oi, Adv. Immunol., 44:65-92 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988); Padlan, Molec.
Immun., 28:489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun., 31(3):169-217
(1994), todos os quais sao incorporados por referéncia em sua totalida-
de aqui. Existem geralmente 3 regides determinantes de complementa-
ridade, ou CDRs, (CDR1, CDR2 e CDR3) em cada um dos dominios
variaveis de cadeia pesada e leve de um anticorpo, que sao flanquea-
dos por quatro sub-regides de estrutura (isto €, FR1, FR2, FR3, e FR4)
em cada um dos dominios variaveis de cadeia pesada e leve de um an-
ticorpo: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Um debate de anticor-
pos humanizados pode ser encontrado, inter alia, na Patente U.S. N2
6.632.927, e no Pedido U.S. publicado N2 2003/0175269, ambos dos
quais sao incorporados aqui por referéncia em sua totalidade.

[096] Similarmente, como aqui usado, o termo primatizado é usa-
do para referir-se a uma molécula de ligagdo de antigeno derivada de
uma molécula de ligagdo de antigeno que n&o de primata, por exem-
plo, um anticorpo de murino, que retém ou substancialmente retém as
propriedades de ligacdo de antigeno da molécula precursora mas que
€ menos imunogénico em primatas.

[097] No caso onde existem duas ou mais definicbes de um ter-
mo que € usado e/ou aceito dentro da técnica, a definicdo do termo
como aqui usado é intencionada a incluir todos os tais significados a
menos que explicitamente estabelecido ao contrario. Um exemplo es-
pecifico é o uso do termo "regiao determinante de complementaridade"
("CDR") para descrever os sitios de combinagao de antigeno ndo con-
tiguos encontrados dentro da regido variavel de polipeptideos tanto de
cadeia pesada quanto leve. Esta regido particular foi descrita por
Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequences of
Proteins of Immunological Interest" (1983) e por Chothia et al., J. Mol.

Biol. 196:901-917 (1987), que s&o incorporados aqui por referéncia,

Peticaio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 41/197



37/185

onde as defini¢des incluem sobreposi¢cao ou subconjuntos de residuos
de aminoacido quando comparados em oposicdo um ao outro. Nao
obstante, a aplicacdo da definicdo para referir-se a uma CDR de um
anticorpo ou variantes deste € intencionada a estar dentro do escopo
do termo como definido e usado aqui. Os residuos de aminoacido
apropriados que abrangem as CDRs como definido por cada uma das
referéncias citadas acima sdo apresentados abaixo na Tabela | como
uma comparagdo. Os numeros de residuo exatos que abrangem uma
CDR particular variardo dependendo da sequéncia e tamanho da
CDR. Aqueles versados na técnica podem determinar rotineiramente
quais residuos compreendem uma CDR particular dada a regido varia-
vel sequéncia de aminoacido do anticorpo.

Tabela 1. CDR Definigdes’

Kabat Chothia AbM?
CDR1 de VH 31a35 26 a 32 26 a 35
CDR2 de VH 50 a 65 52 a 58 50 a 58
CDR3 de VH 95 a 102 95 a 102 95 a 102
CDR1 de V. 24 a 34 26 a 32 24 a 34
CDR2 de V. 50 a 56 50 a 52 50 a 56
CDR3 de V. 89 a 97 91 a 96 89 a 97

"Numeracao de todas as definicbes de CDR na Tabela 1 esta de acor-
do com as convengdes de numeragao apresentadas por Kabat et al.
(ver abaixo).

2"AbM" refere-se as CDRs como definido pelo software de modelagem
de anticorpo "AbM" da Oxford Molecular.

[098] Kabat et al. também definiram um sistema de numeragao
para sequéncias de dominio variavel que é aplicavel a qualquer anticor-
po. Uma pessoa versada na técnica pode atribuir ndo ambiguamente
este sistema de "numeracao de Kabat" a qualquer sequéncia de domi-

nio variavel, sem confianga em nenhum dado experimental além da se-
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guéncia por si s6. Como aqui usado, "numeracédo de Kabat" refere-se
ao sistema de numeracao apresentado por Kabat et al., U.S. Dept. of
Health and Human Services, "Sequence of Proteins of Immunological
Interest” (1983). A menos que de outro modo especificado, as referén-
cias a numeracao de posicdes do residuo de aminoacido especificas
em uma ABM sao de acordo com o sistema de numeracao de Kabat. As
sequéncias da listagem de sequéncia (isto €, SEQ ID NO: 1 a SEQ ID
NO: 127) sdo ndo numeradas de acordo com o sistema de numeracgéo
de Kabat. Entretanto, como estabelecido acima, esta bem dentro da ha-
bilidade comum de uma pessoa versada na técnica para determinar o
esquema de numeragao de Kabat de qualquer sequéncia da regido va-
riavel na Listagem de Sequéncia com base na numeragao das sequén-
cias como apresentado nesta.

[099] Por um &acido nucléico ou polinucleotideo tendo uma se-
guéncia de nucleotideo pelo menos, por exemplo, 95 % "idéntica" a
uma sequéncia de nucleotideo de referéncia da presente invencao, é
intencionado que a sequéncia de nucleotideo do polinucleotideo é
idéntica a sequéncia de referéncia exceto que a sequéncia de polinu-
cleotideo pode incluir até cinco mutagcdes de ponto por cada 100 nu-
cleotideos da sequéncia de nucleotideo de referéncia. Em outras pala-
vras, para obter um polinucleotideo tendo uma sequéncia de nucleoti-
deo pelo menos 95 % idéntica a uma sequéncia de nucleotideo de re-
feréncia, até 5 % dos nucleotideos na sequéncia de referéncia podem
ser suprimidos ou substituidos com um outro nucleotideo, ou varios
nucleotideos até 5 % dos nucleotideos totais na sequéncia de referén-
cia podem ser inseridos na sequéncia de referéncia.

[0100] Como um assunto pratico, se qualquer molécula de acido
nucléico particular ou polipeptideo for pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntica a uma sequéncia de nucleotideo

ou sequéncia de polipeptideo da presente invencdo pode ser determi-
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nada convencionalmente usando programas de computador conheci-
dos. Um método preferido para determinar o melhor emparelhamento
global entre uma sequéncia de consulta (uma sequéncia da presente
invengdo) e uma sequéncia de assunto, também referida como um ali-
nhamento de sequéncia global, pode ser determinado usando o pro-
grama de computador FASTDB com base no algoritmo de Brutlag et al.,
Comp. App. Biosci. 6:237-245 (1990). Em um alinhamento de sequéncia
as sequéncias de consulta e assunto sdo ambas sequéncias de DNA.
Uma sequéncia de RNA pode ser comparada convertendo-se U's a T's.
O resultado do dito alinhamento de sequéncia global estd em porcenta-
gem de identidade. Parametros preferidos usados em um alinhamento
de FASTDB de sequéncias de DNA para calcular a porcentagem de
identidade s&o: Matriz = Unitaria, k-tupla = 4, Penalidade de Ligagao
Imperfeita = 1, Penalidade de Unido = 30, Extensdo do Grupo de Ran-
domizagéo = 0, Contagem de Corte = 1, Penalidade de Descontinuida-
de = 5, Penalidade da Extensao da Abertura 0,05, Tamanho da Janela
= 500 ou o comprimento da sequéncia de nucleotideo de assunto, qual-
quer que seja a mais curta.

[0101] Se a sequéncia de assunto for mais curta do que a sequén-
cia de consulta por causa de supressdes em 5' ou 3', ndo por causa das
supressdes internas, uma correcdo manual deve ser feita aos resulta-
dos. Isto é porque o programa FASTDB nao é responsavel por trunca-
mentos em 5' e 3' da sequéncia de assunto quando calculando a por-
centagem de identidade. Para sequéncias de assunto truncadas nas
extremidades 5' ou 3', em relacdo a sequéncia de consulta, a porcenta-
gem de identidade é corrigida calculando-se o0 numero de bases da se-
quéncia de consulta que s&do 5' e 3' da sequéncia de assunto, que n&o
sdo emparelhadas/alinhadas, como uma porcentagem das bases totais
da sequéncia de consulta. Se um nucleotideo for emparelhado/alinhado

€ determinado por resultados do alinhamento de sequéncia de FAS-
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TDB. Esta porcentagem depois € subtraida da porcentagem de identi-
dade, calculada pelo programa FASTDB acima usando os parametros
especificos, para chegar em uma contagem de porcentagem de identi-
dade final. Esta contagem corrigida € aquela que € usada para os pro-
positos da presente invencdo. Apenas as bases fora das bases 5' e 3'
da sequéncia de assunto, como exibido pelo alinhamento de FASTDB,
gue ndo sao emparelhadas/alinhadas com a sequéncia de consulta, séo
calculadas para os propositos de ajustar manualmente a contagem de
porcentagem de identidade.

[0102] Por exemplo, uma sequéncia de assunto de 90 bases ¢é ali-
nhada a uma sequéncia de consulta de 100 bases para determinar a
porcentagem de identidade. As supressdes ocorrem na extremidade 5'
da sequéncia de assunto e portanto, o alinhamento de FASTDB nao
mostra um emparelhamento/alinhamento das primeiras 10 bases na ex-
tremidade 5'. As 10 bases ndo emparelhadas representam 10 % da se-
qguéncia (numero de bases nas extremidades 5' e 3' ndo emparelha-
das/numero total de bases na sequéncia de consulta) de modo que 10 %
sdo subtraidos da contagem de porcentagem de identidade calculada
pelo programa FASTDB. Se as 90 bases remanescentes fossem perfei-
tamente emparelhadas a porcentagem de identidade final seria de 90 %.
Em um outro exemplo, uma sequéncia de assunto 90 bases é compara-
da com uma sequéncia de consulta de 100 bases. Neste momento as
supressdes sao supressodes internas de modo que nao existe nenhuma
base na %' ou 3' da sequéncia de assunto que ndo €& emparelha-
da/alinhada com a de consulta. Neste caso a porcentagem de identidade
calculada por FASTDB nado é manualmente corrigida. Mais uma vez,
apenas as bases 5' e 3' da sequéncia de assunto que ndo sao empare-
lhadas/alinhadas com sequéncia de consulta sdo manualmente corrigi-
das. Nenhuma outra corregdo manual deve ser feita para os propositos

da presente invengao.
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[0103] Por um polipeptideo tendo uma sequéncia de aminoacido
pelo menos, por exemplo, 95 % "idéntica" a uma sequéncia de consul-
ta de aminoacido da presente invengéo, € intencionado que a sequén-
cia de aminoacido do paciente polipeptideo seja idéntica a sequéncia
de consulta exceto que a sequéncia de assunto de polipeptideo pode
incluir até cinco alteracbes de aminoacido por cada 100 aminoacidos
da sequéncia de consulta de aminoacido. Em outras palavras, para
obter um polipeptideo tendo uma sequéncia de aminoacido pelo me-
nos 95 % idéntica a uma sequéncia de consulta de aminoacido, até 5
% dos residuos de aminoacido na sequéncia de assunto podem ser
inseridos, suprimidos, ou substituidos com um outro aminoacido. Estas
alteragdes da sequéncia de referéncia podem ocorrer nas posicées de
terminal amino ou carboxi da sequéncia de referéncia de aminoacido
ou em qualquer lugar entre aquelas posi¢cdes do terminal, intercaladas
individualmente entre residuos na sequéncia de referéncia ou em um
ou mais grupos contiguos dentro da sequéncia de referéncia.

[0104] Como um assunto pratico, se qualquer polipeptideo particu-
lar for pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 %
idéntico a um polipeptideo de referéncia pode ser determinado conven-
cionalmente usando programas de computador conhecidos. Um método
preferido para determinar o melhor emparelhamento global entre uma
sequéncia de consulta (uma sequéncia da presente invengdo) e uma
sequéncia de assunto, também referida como um alinhamento de se-
guéncia global, pode ser determinado usando o programa de computa-
dor FASTDB com base no algoritmo de Brutlag et al., Comp. App. Bios-
ci. 6:237-245 (1990). Em um alinhamento de sequéncia as sequéncias
de consulta e assunto tanto sdo sequéncias de nucleotideo ou quanto
sequéncias de aminoacido. O resultado do dito alinhamento de sequén-
cia global estd em porcentagem de identidade. Os parametros preferi-

dos usados em um alinhamento de aminoacido FASTDB sao: Matriz =
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PAM 0, k-tupla = 2, Penalidade da Ligacdo Imperfeita = 1, Penalidade
da Unido = 20, Extens&do do Grupo de Randomizagéo = 0, Contagem de
corte = 1, Tamanho da Janela = extensdo da sequéncia, Penalidade de
Descontinuidade = 5, Penalidade da Extensdo da Abertura = 0,05, Ta-
manho da Janela = 500 ou a extensdo da sequéncia de assunto de
aminoacido, qualquer que seja a mais curta.

[0105] Se a sequéncia de assunto for mais curta do que a sequén-
cia de consulta devido as supressdes de terminal N ou C, ndo por cau-
sa das supressdes internas, uma correcdo manual deve ser feita aos
resultados. Isto € porque o programa FASTDB nao € responsavel por
truncamentos de terminal N e C da sequéncia de assunto quando cal-
culando a porcentagem de identidade global. Para as sequéncias de
assunto truncadas nos términos N e C, em relacdo a sequéncia de
consulta, a porcentagem de identidade € corrigida calculando-se o
numero de residuos da sequéncia de consulta que sao de terminal N e
C da sequéncia de assunto, que ndo sao emparelhados/alinhados com
um residuo de assunto correspondente, como uma porcentagem des-
tas bases totais da sequéncia de consulta. Se um residuo for empare-
Ihado/alinhado é determinado pelos resultados do alinhamento de se-
quéncia de FASTDB. Esta porcentagem depois é subtraida da porcen-
tagem de identidade, calculada pelo programa FASTDB acima usando
os parametros especificos, para chegar em uma contagem de porcen-
tagem de identidade final. Esta contagem de porcentagem de identi-
dade final é aquela que é usada para os propésitos da presente inven-
cao. Apenas residuos para os términos N e C da sequéncia de assun-
to, que nao sao emparelhados/alinhados com a sequéncia de consulta,
sdo considerados para os propdésitos de ajustar manualmente a conta-
gem de porcentagem de identidade. Isto é, apenas posi¢cdes do resi-
duo de consulta fora dos residuos de terminal N e C mais afastados da

sequéncia de assunto.
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[0106] Por exemplo, uma sequéncia de assunto de 90 residuos de
aminoacido é alinhada com uma sequéncia de consulta de 100 resi-
duos para determinar a porcentagem de identidade. A supressao ocor-
re no término N da sequéncia de assunto e portanto, o alinhamento de
FASTDB ndo mostra um emparelhamento/alinhamento dos primeiros
10 residuos no término N. Os 10 residuos ndo emparelhados repre-
sentam 10 % da sequéncia (numero de residuos nos términos N e C
ndo emparelhados/numero total de residuos na sequéncia de consulta)
de modo que 10 % sao subtraidos da contagem de porcentagem de
identidade calculada pelo programa FASTDB. Se os 90 residuos re-
manescentes fossem perfeitamente emparelhados a porcentagem de
identidade final seria de 90 %. Em um outro exemplo, uma sequéncia
de assunto de 90 residuos é comparada com uma sequéncia de con-
sulta de 100 residuos. Neste momento as supressdes sdo supressdes
internas de modo que nao exista nenhum residuo nos términos N ou C
da sequéncia de assunto que ndo é emparelhado/alinhado com o de
consulta. Neste caso a porcentagem de identidade calculada por FAS-
TDB nao € manualmente corrigida. Mais uma vez, apenas as posi¢goes
do residuo fora das extremidades de terminal N e C da sequéncia de
assunto, como exibido no alinhamento de FASTDB, que ndo sdo em-
parelhadas/alinhadas com a sequéncia de consulta sdo manualmente
corrigidas. Nenhum outra correcdo manual deve ser feita para os pro-
positos da presente invengao.

[0107] Como aqui usado, um acido nucléico que "hibridiza sob
condi¢cdes severas" a uma sequéncia de acido nucléico da invengao,
refere-se a um polinucleotideo que hibridiza em uma incubag¢ao no-
turna a 42° C em uma solugdo compreendendo 50 % de formamida,
5x de SSC (750 mM de NaCl, 75 mM de citrato de s6dio), 50 mM de
fosfato de sédio (pH 7,6), 5x de solugdo de Denhardt, 10 % de sulfa-

to de dextrano, e 20 pg/ml de DNA de esperma de salmao cisalha-
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do, desnaturado, seguido por lavagem dos filtros em 0,1x de SSC a
cerca de 65° C.

[0108] Como aqui usado, o termo dominio de localizacdo de Golgi
refere-se a sequéncia de aminoacido de um polipeptideo residente de
Golgi que é responsavel por fixar o polipeptideo no local dentro do
complexo de Golgi. Geralmente, os dominios de localizagdo compre-
endem "caudas" de terminal amino de uma enzima.

[0109] Como aqui usado, o termo funcao efetora refere-se aquelas
atividades biolégicas atribuiveis a regido Fc (uma regido Fc de se-
guéncia nativa ou regido Fc variante da sequéncia de aminoacido) de
um anticorpo. Os exemplos de funcdes efetoras do anticorpo incluem,
mas sao nao limitados a, afinidade de ligacdo do receptor de Fc, cito-
toxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC), fagocitose celular
dependente de anticorpo (ADCP), secregao de citocina, captacado de
antigeno mediada por complexo imune aumentada por células que
apresentam antigeno, infra-regulagao de receptores de superficie celu-
lar, etc.

[0110] Como aqui usado, os termos engendrar, engendrado, en-
genharia e engenharia de glicosilagao séo considerados a incluir qual-
quer manipulagdo do padrao de glicosilagdo de um polipeptideo re-
combinante ou que ocorre naturalmente ou fragmento deste. A enge-
nharia de glicosilagao inclui a engenharia metabdlica do mecanismo de
glicosilagdo de uma célula, incluindo manipulagbes genéticas dos ca-
minhos de sintese de oligossacarideo para obter glicosilagcao alterada
de glicoproteinas expressadas em células. Além disso, a engenharia
de glicosilacao inclui os efeitos de mutagdes e ambiente celular na gli-
cosilacdo. Em uma modalidade, a engenharia de glicosilagdo € uma
alteracao na atividade de glicosiltransferase. Em uma modalidade par-
ticular, a engenharia resulta em atividade de glicosaminiltransferase

e/ou atividade de fucosiltransferase alteradas.
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[0111] Como aqui usado, o termo célula hospedeira abrange qual-
quer tipo de sistema celular que pode ser engendrado para gerar 0s
polipeptideos e moléculas de ligagdo de antigeno da presente inven-
¢do. Em uma modalidade, a célula hospedeira é engendrada para
permitir a produgcdo de uma molécula de ligagdo de antigeno com gli-
coformas modificadas. Em uma modalidade preferida, a molécula de
ligagdo de antigeno é um anticorpo, fragmento de anticorpo, ou protei-
na de fusdo. Em certas modalidades, as células hospedeiras foram
manipuladas ainda para expressar niveis aumentados de um ou mais
polipeptideos tendo atividade de GnTlIll. As células hospedeiras inclu-
em células cultivadas, por exemplo, células mamiferas cultivadas, tais
como células CHO, células HEK293-EBNA, células BHK, células NSO,
células SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de camun-
dongo P3X63, células PER, células PER.C6 ou células de hibridoma,
células de levedura, células de inseto, e células vegetais, para citar
apenas algumas, mas também células compreendidas dentro de um
animal transgénico, planta transgénica ou planta cultivada ou tecido
animal.

[0112] Como aqui usado, o termo citotoxicidade celular mediada
por Fc inclui citotoxicidade celular dependente de anticorpo e citotoxi-
cidade celular mediada por uma proteina de fusdo de Fc soluvel con-
tendo uma regido Fc humana. Ele € um mecanismo imune que leva a
lise de "células alvejadas em anticorpo" por "células efetoras imunes
humanas", em que:

[0113] As células efetoras imunes humanas sdo uma populacao
de leucécitos que exibem receptores de Fc em sua superficie através
da qual elas ligam-se a regiao Fc de anticorpos ou de proteinas de fu-
sdo de Fc e realizam funcgdes efetoras. Uma tal populagcédo pode incluir,
mas nao € limitada a, células mononucleares do sangue periférico

(PBMC) e/ou células exterminadoras naturais (NK).
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[0114] As células alvejadas em anticorpo sao células ligadas pelos
anticorpos ou proteinas de fusdao de Fc. Os anticorpos ou proteinas de
fusdo de Fc ligam-se para alvejar células por intermédio do terminal N
de porgao da proteina a regiéo Fc.
[0115] Como aqui usado, o termo citotoxicidade celular mediada
por Fc aumentada é definido como um aumento no numero de "células
alvejadas em anticorpo” que sao lisadas em um tempo dado, em uma
concentracdo dada do anticorpo, ou da proteina de fusdo de Fc, no
meio que circunda as células alvo, pelo mecanismo de citotoxicidade
celular mediada por Fc definido acima, e/ou uma reduc¢do na concen-
tracao de anticorpo, ou de proteina de fusdo de Fc, no meio que cir-
cunda as células alvo, necessarios para obter a lise de um numero da-
do de "células alvejadas em anticorpo”, em um tempo dado, pelo me-
canismo de citotoxicidade celular mediada por Fc. O aumento em cito-
toxicidade celular mediada por Fc é relativo a citotoxicidade celular
mediada pelo mesmo anticorpo, ou proteina de fusao de Fc, produzida
pelo mesmo tipo de células hospedeiras, usando os mesmos métodos
de producao, purificacdo, formulacdo e armazenamento padrdo, que
sao conhecidos aquelas versados na técnica, mas que nao foram pro-
duzidos por células hospedeiras engendradas para expressar a glico-
siltransferase GnTlIl pelos métodos descritos aqui.
[0116] Por anticorpo tendo citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) aumentada ¢é significado um anticorpo, visto que es-
te termo é definido aqui, tendo ADCC aumentada como determinado
por qualquer método adequado conhecido aqueles versados na técni-
ca. Um ensaio de ADCC in vitro aceito € como segue:

1) o ensaio usa células alvo que sdo conhecidas expressar
o antigeno alvo reconhecido pela regido de ligagdo de antigeno do
anticorpo;

2) o ensaio usa células mononucleares do sangue periférico
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(PBMCs) humanas, isoladas do sangue de um doador saudavel alea-
toriamente escolhido, como células efetoras;

3) 0 ensaio é realizado de acordo com o protocolo seguinte:

i) as PBMCs séo isoladas usando procedimentos de centri-
fugacdo de densidade padrdo e sao colocadas em suspensao a 5 x
10° células/ml em meio de cultura celular RPMI;

ii) as células alvo sao cultivadas por métodos de cultura de
tecido padrao, colhidas da fase de crescimento exponencial com uma
viabilidade mais alta do que 90 %, lavadas em meio de cultura celular
RPMI, rotuladas com 100 micro-Curies de 51Cr, lavadas duas vezes
com meio de cultura celular, e recolocadas em suspensao em meio de
cultura celular em uma densidade de 105 células/ml;

iif) 100 microlitros da suspensdo de célula alvo final acima
sao transferidos a cada cavidade de uma placa microtituladora de 96
cavidades;

iv) o anticorpo é periodicamente diluido de 4000 ng/ml a
0,04 ng/ml em meio de cultura celular e 50 microlitros das solugbes de
anticorpo resultantes sdo adicionados as células alvo na placa microti-
tuladora de 96 cavidades, testando em triplicata varias concentragdes
de anticorpo abrangendo a faixa de concentragao total acima;

V) para os controles de liberagdo maxima (MR), 3 cavidades
adicionais na placa contendo as células alvo rotuladas, recebem 50
microlitros de uma solugdo aquosa a 2 % (V/V) de detergente nao idni-
co (Nonidet, Sigma, St. Louis), ao invés da solugao de anticorpo (caso
iv acima);

vi) para os controles de liberagdo espontanea (SR), 3 cavi-
dades adicionais na placa contendo as células alvo rotuladas, recebem
50 microlitros de meio de cultura celular RPMI ao invés da solugao de
anticorpo (caso iv acima);

vii) a placa microtituladora de 96 cavidades depois é centrifu-
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gada a 50 x g durante 1 minuto e incubada durante 1 hora a 4° C;

viii) 50 microlitros da suspensdo de PBMC (caso i acima)
sdo adicionados a cada cavidade para produzir uma racdo de célula
efetora:alvo de 25:1 e as placas sdo colocadas em uma incubadora
sob atmosfera de CO2 a 5 % a 37° C durante 4 horas;

ix) o sobrenadante isento de célula de cada cavidade é co-
Ilhido e a radioatividade experimentalmente liberada (ER) é quantifica-
da usando um contador gama;

X) a porcentagem da lise especifica é calculada para cada
concentragao de anticorpo de acordo com a férmula (ER-MR)/(MR-SR)
x 100, onde ER ¢é a radioatividade média quantificada (ver caso ix aci-
ma) para aquela concentragdo de anticorpo, MR é a radioatividade
média quantificada (ver caso ix acima) para os controles de MR (ver
caso v acima), e SR é a radioatividade média quantificada (ver caso ix
acima) para os controles de SR (ver caso vi acima);

4) "ADCC aumentada" é definida como um aumento na por-
centagem maxima de lise especifica observada dentro da faixa de con-
centracdo de anticorpo testada acima, e/ou uma reducédo na concentra-
¢ao de anticorpo necessaria para obter metade da porcentagem maxima
de lise especifica observada dentro da faixa de concentracdo de anticor-
po testada acima. O aumento em ADCC é relativo a ADCC, medido com
0 ensaio acima, mediado pelo mesmo anticorpo, produzido pelo mesmo
tipo de células hospedeiras, usando os mesmos métodos de produgao,
purificacdo, formulacdo e armazenamento padrdao, que sado conhecidos
aqueles versados na técnica, mas que nao foram produzidos por células
hospedeiras engendradas para superexpressar GnTIII.

[0117] Em um aspecto, a presente invencao é relacionada as mo-
|éculas de ligagdao de antigeno tendo a especificidade de ligagdo do
ICR62 de rato (isto &, liga-se substancialmente ao mesmo epitopo), € a

descoberta de que suas fungdes efetoras podem ser realgadas por gli-
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cosilagao alterada. Em uma modalidade, a molécula de ligacado de an-
tigeno € um anticorpo quimérico. Em uma modalidade preferida, a in-
vengéao é direcionada a um anticorpo quimeérico, ou um fragmento des-
te, compreendendo uma ou mais (por exemplo, uma, duas, trés, qua-
tro, cinco, ou seis) das CDRs de qualquer uma das SEQ ID NOs: 53 a
108 e/ou SEQ ID NOs: 122 a 127. Especificamente, em uma modali-
dade preferida, a invencao é direcionada a um polinucleotideo isolado
compreendendo: (a) uma sequéncia selecionada de um grupo consis-
tindo em: SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:
68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 122,
e SEQ ID NO: 124; (b) uma sequéncia selecionada de um grupo con-
sistindo em: SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID
NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98,
SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106,
e SEQ ID NO: 126; e (c) SEQ ID NO: 108. Em uma outra modalidade
preferida, a invengao é direcionada a um polinucleotideo isolado com-
preendendo (a) uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em
SEQ ID NO: 112 e SEQ ID NO: 114; (b) uma sequéncia selecionada
do grupo consistindo em SEQ ID NO: 116 e SEQ ID NO: 118; e (c¢)
SEQ ID NO: 119. Em uma modalidade, qualquer um destes polinucleo-
tideos codifica um polipeptideo de fusao.

[0118] Em uma outra modalidade, a molécula de ligacdo de antigeno
compreende o dominio Vy do anticorpo ICR62 de rato codificado pela
SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2, ou uma variante destas; e um polipepti-
deo que ndo de murino. Em uma outra modalidade preferida, a invencao
€ direcionada a uma molécula de ligagcao de antigeno compreendendo o
dominio V. do anticorpo de rato codificado pela SEQ ID NO: 43 ou SEQ

ID NO: 44, ou uma variante destas; e um polipeptideo que nao de murino.
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[0119] Em um outro aspecto, a invengéo é direcionada a molécu-
las de ligacdo de antigeno compreendendo uma ou mais (por exemplo,
uma, duas, trés, quatro, cinco, ou seis) CDRs truncadas de ICRG2.
Tais CDRs truncadas conterao, em um minimo, os residuos de amino-
acido que determinam especificidade para a CDR dada. Por "residuo
que determina especificidade" € significado aqueles residuos que sao
diretamente envolvidos na interagdo com o antigeno. Em geral, ape-
nas cerca de um quinto a um terco dos residuos em uma CDR dada
participam na ligagcdo ao antigeno. Os residuos determinantes de es-
pecificidade em uma CDR particular podem ser identificados, por
exemplo, por computacao de contatos interatdmicos a partir de mode-
lagem tridimensional e determinagao da variabilidade de sequéncia em
uma posicao de residuo dada de acordo com os métodos descritos em
Padlan et al., FASEB J. 9(1):133-139 (1995), os conteudos dos quais
sao por meio desta incorporados por referéncia em sua totalidade.

[0120] Consequentemente, a invencdo também é direcionada a
um polinucleotideo isolado compreendendo pelo menos uma (por
exemplo, uma, duas, trés, quatro, cinco, ou seis) regido determinante
de complementaridade do anticorpo ICR62 de rato, ou uma variante ou
forma truncada deste contendo pelo menos os residuos determinantes
de especificidade para a dita regido determinante de complementari-
dade, em que o dito polinucleotideo isolado codifica um polipeptideo
de fusdo. Preferivelmente, tais polinucleotideos isolados codificam um
polipeptideo de fusdo que € uma molécula de ligagcado de antigeno. Em
uma modalidade, o polinucleotideo compreende trés regides determi-
nantes de complementaridade do anticorpo ICR62 de rato, ou varian-
tes ou formas truncadas deste contendo pelo menos os residuos de-
terminantes de especificidade para cada uma das ditas trés regides
determinantes de complementaridade. Em uma modalidade, o polinu-

cleotideo compreende pelo menos uma das CDRs apresentadas nas
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Tabelas 2 a 5, abaixo. Em uma outra modalidade, o polinucleotideo
codifica a regido variavel inteira da cadeia leve ou pesada de um anti-
corpo quimérico (por exemplo, humanizado). A invengao é direcionada
ainda aos polipeptideos codificados por tais polinucleotideos.

[0121] Em uma outra modalidade, a invencédo € direcionada a uma
molécula de ligagdo de antigeno compreendendo pelo menos uma
(por exemplo, uma, duas, trés, quatro, cinco, ou seis) regido determi-
nante de complementaridade do anticorpo ICR62 de rato, ou uma vari-
ante ou forma truncada deste contendo pelo menos os residuos de-
terminantes de especificidade para a dita regido determinante de com-
plementaridade, e compreendendo uma sequéncia derivada de um
polipeptideo heterélogo. Em uma modalidade, a molécula de ligagao
de antigeno compreende trés regides determinantes de complementa-
ridade do anticorpo ICR62 de rato, ou variantes ou formas truncadas
deste contendo pelo menos os residuos determinantes de especifici-
dade para cada uma das ditas trés regides determinantes de comple-
mentaridade. Em uma modalidade, a molécula de ligagao de antigeno
compreende pelo menos uma das CDRs apresentadas nas Tabelas 2
a 5, abaixo. Em um outro aspecto, a molécula de ligagao de antigeno
compreende a regido variavel de uma cadeia leve ou pesada de anti-
corpo. Em uma modalidade particularmente util, a molécula de ligagao
de antigeno € um anticorpo quimérico, por exemplo, humanizado. A
invencao também é direcionada aos métodos de fabricar tais molécu-
las de ligacdo de antigeno, e ao uso das mesmas no tratamento de
doenca, particularmente disturbios de proliferacdo de célula em que
EGFR é expressado, particularmente em que EGFR é anormalmente
expressado (por exemplo, superexpressado) comparado ao tecido
normal do mesmo tipo celular. Tais disturbios incluem, mas sdo nao
limitados a canceres da bexiga, cérebro, cabeca e pescoco, pancreas,

pulmdo, mama, ovario, colon, prostata, pele, e rim. Os niveis de ex-
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pressdao de EGFR podem ser determinados por métodos conhecidos
na técnica e aqueles descritos aqui (por exemplo, por intermédio de
ensaio de imunoistoquimica, ensaio de imunofluorescéncia, ensaio de
imunoenzimatico, ELISA, citometria de fluxo, radioimunoensaio, Wes-
tern blot, ligacao de ligando, atividade de cinase, etc.).

[0122] A invencédo também é direcionada a um método para alve-
jar células que expressam EGFR in vivo ou in vitro. As células que ex-
pressam EGFR podem ser alvejadas para propdsitos terapéuticos (por
exemplo, para tratar um disturbio que é tratavel por interrupcéo da si-
nalizagdo mediada por EGFR, por exemplo bloqueando-se a ligagao
de ligando, ou alvejando-se células que expressam EGFR para a des-
truicdo pelo sistema imune). Em uma modalidade, a presente invengao
€ direcionada a um método para alvejar células que expressam EGFR
em um paciente compreendendo administrar ao paciente uma compo-
sicdo compreendendo uma ABM da invengao. As células que expres-
sam EGFR também podem ser alvejadas para propésitos de diagnos-
tico (por exemplo, para determinar se eles sdo EGFR de expressao,
normal ou anormalmente). Assim, a invengao também é direcionada
aos métodos para detectar a presenca de EGFR ou uma célula que
expressa EGFR, in vivo ou in vitro. Um método de detectar a expres-
sao de EGFR de acordo com a presente invengao compreende conta-
tar uma amostra a ser testada, opcionalmente com uma amostra de
controle, com uma ABM da presente invencao, sob condi¢des que le-
vam em consideragcao a formagdo de um complexo entre a ABM e
EGFR. A formacao do complexo depois € detectada (por exemplo, por
ELISA ou outros métodos conhecidos na técnica). Quando do uso de
uma amostra de controle com a amostra de teste, qualquer diferenca
estatisticamente significante na formacdo de complexos de ABM-
EGFR quando comparando as amostras de teste e controle ¢ indicati-

vo da presenca de EGFR na amostra de teste.
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Tabela 2
CDR L , SEQ
Seatidneia de Niiclentiden ID NO
GACTACAAGATACAC 54
Kal GACTACGCCATCAGC 56
CDR1 de GACTACTATATGCAC 58
cadeia GACTACAAGATATCC 122
pesada GGTTTTACATTCACTGACTAC 60
Chothia | GGTTACACATTCACTGACTAC 62
GGTTATTCATTCACTGACTAC 64
GGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACAC 66
GGTTTTACATTCACTGACTACGCCATCAGC 68
ABM GGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCAC 70
GGTTACACATTCACTGACTACTATATGCAC 72
GGTTATTCATTCACTGACTACAAGATACAC 74
GGTTTCACATTCACTGACTACAAGATATCC 124
TATTTTAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTA 76
CAATGAAAAGTTCAAGAGC
GGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTA 78
CDR2 de CGCACAGAAGTTCCAGGGC
cadeia TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATAGTACCTA 80
pesada CGCACAGAAGTTCCAGGGC
TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTA B2
CGCACAGAAGTTTCAGGGC
Kabat | TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTA 84
CAGCCCAAGCTTCCAAGGC
TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTA B6
CAACGAGAAGTTCCAAGGC
TATTTCAACCCTAACAGOGGTTATTCGAACTA B8
CGCACAGAAGTTCCAGGGC
TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATGCCACGTA 90
CGCACAGAAGTTCCAGGGC
TACTTCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACCTA 126
CDR Sequéncia de Nucleotideo SEQ
ID NO
CAGCCCAAGCTTCCAAGGC
AATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 92
Chothia | AACCCTAACAGCGGTTATTCGAAC 94
AACCCTAACAGCGGTTATGCCACG 06
TATTTTAATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 98
GGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 100
AbM | TGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAGTACC 102
TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATTCGAAC 104
LcDR3 de TATTTCAACCCTAACAGCGGTTATGCCACG 106
pesada | Chethia | C
AbM
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Tabela 3
DR Sequéncia de Aminoacido SEQ ID NO
DYKIH 53
DYAIS 55
ngl'\;:ade Kabat DYYMH o7
pesada DYKIS 123
GFTFTDY 59
Chothia | GYTFTDY 61
GYSFTDY 63
GFTFTDYKIH 65
GFTFTDYAIS 67
GFTFTDYYMH 69
ADM GV TFTDYYME 7
GYSFTDYKIH 73
GFTFTDYKIS 125
YFNPNSGYSTYNEKFKS 75
GINPNSGYSTYAQKFQG 77
YFNPNSGYSTYAQEFQG 79
WINPNSGYSTYAQKFQG gl
Kabat | WINPNSGYSTYSPSFQG 83
CDR2 de WINPNSGYSTYNEKFQG 85
ggggija YFNPNSGYSNYAQKFQG 87
YFNPNSGYATYAQKFQG 89
YFNPNSGYSTYSPSFQG 127
NPNSGYST 91
Chothia | NPNSGYSN 93
NPNSGYAT 93
| YFNPNSGYST 97
GINPNSGYST 99
CDR3de | AbM | WINPNSGYST 101
cadeia YFNPNSGYSN 103
YFNPNSGYAT 105
Kabat 107
Chothia | LSPGGYYVMDA
[ CDR Sequéncia de Alrrninoécido SEQ ID ﬁ-ﬁ‘
pesada AIJM
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Tabela 4
CDR Sequéncia de Aminoacido SEI%ID
CDR1 de cadeia KEASOMIMMNY LN 111
leve de Kabat
BASOQGININY LN 113
CDR2 de cadeia
leve de Kabat NTNNLOQT 115
CDR3 de cadeia
[ leve de Kabat LOHNSFPT 117
Tabela 5
. SEQID
Nl'll"lnl'l. rr‘n ﬂnnunnna
e Sequéncia'de Nucleotideo NO
CDR1 de cadeia | AAAGCAAGTCAGAATATTAACAATTACTTAAAC 112

leve de Kabat
CGGGCAAGTCAGGGCATTAACAATTACTTAAAT 114

CDR2 de cadeia AATACAAACAATTTGCAAACA 116
leve de Kabat
AATACCAACAACTTGCAGACA 118
CDR3 de cadeia
leve de Kabat TTGCAGCATAATAGTTTTCCCACG 119
[0123] E conhecido que varios mecanismos sdo envolvidos na efi-

cacia terapéutica de anticorpos anti-EGFR, incluindo bloqueio de liga-
¢ao de ligando (por exemplo, EGF, TGF-a, etc.) a EGFR e ativagao
subsequente de caminhos de sinalizagao, citotoxicidade celular de-
pendente de anticorpo (ADCC), e a indugao da parada do crescimento
ou diferenciagao de terminal.

[0124] O anticorpo monoclonal de rato ICR62 (IgG2b) foi debatido na
Publicagédo PCT N2 WO 95/20045, que ¢é incorporada aqui por referéncia
em sua totalidade. Ele foi direcionado ao epitopo C de EGFR, e mostrou
inibir a ligagao de ligando, inibir o crescimento in vitro de carcinomas de
célula escamosa que expressam EGFR, e induzir a regressao de xeno-

enxertos de tumores em camundongos atimicos (WO 95/20045; Modjta-
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hedi et al., Br. J. Cancer 73:228-235 (1996)). Como um anticorpo inteira-
mente de roedor, a administragado do anticorpo monoclonal de rato ICR62
aos seres humanos resultou em uma resposta de HARA em alguns paci-
entes seguindo ao menos uma dose unica. (WO 95/20045; Modjtahedi et
al., Br. Cancer 73:228-235 (1996)).

[0125] Os anticorpos de camundongo/humanos quiméricos foram
descritos. Ver, por exemplo, Morrison, S. L. et al., PNAS 11:6851-6854
(Novembro de 1984); Publicacdo de Patente Européia N2 173494,
Boulianna, G. L, et al., Nature 312:642 (Dezembro de 1984); Neubei-
ger, M. S. et al., Nature 314:268 (Marco de 1985); Publicacdo de Pa-
tente Européia N© 125023; Tan et al., J. Immunol. 135:8564 (Novembro
de 1985); Sun, L. K et al., Hybridoma 5(1):517 (1986); Sahagan et al.,
J. Immunol. 137:1066-1074 (1986). Ver no geral, Muron, Nature
312:597 (Dezembro de 1984); Dickson, Genetic Engineering News
5(3) (Margo de 1985); Marx, Science 229:455 (Agosto de 1985); e Mor-
rison, Science 229:12021207 (Setembro de 1985). IMC-C225 (Erbi-
tux®, Imclone) é um anticorpo monoclonal quimérico direcionado contra
EGFR e tendo uma regido variavel de camundongo e uma regiao
constante humana (Ver Herbst e Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)).
A porcao de murino de IMC-225 é derivada de M225, que foi desco-
berto ligar-se a EGFR e inibir a fosforilagcdo dependente de tirosina ci-
nase induzida por EGF, assim como induzir a apoptose em linhagens
de célula de tumor que superexpressam EGFR (Herbst e Shin, Cancer
94: 1593-1611 (2002)). Entretanto, M225 evocou uma reacdo HAMA
em pacientes tratados com o anticorpo em experiéncias clinicas de
Fase | (Herbst e Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)). IMC-225 foi tes-
tado in vivo e in vitro, e foi usado em combinagdo com terapia por ra-
diagao e quimioterapia em varios tipos de tumor, incluindo aqueles as-
sociados com prognostico deficiente (Herbst e Shin, Cancer 94: 1593-
1611 (2002)). Entretanto, IMC-225 foi associado com toxicidades tais
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como reacodes alérgicas e cutaneas em pacientes administrados com o
anticorpo IMC-225 em experiéncias clinicas (Herbst e Shin, Cancer 94:
1593-1611 (2002)).

[0126] Em uma modalidade particularmente preferida, a ABM quimé-
rica da presente invengdo é um anticorpo humanizado. Métodos para
humanizar anticorpos ndo humanos sé&o conhecidos na técnica. Por
exemplo, ABMs humanizadas da presente invengcao podem ser prepara-
das de acordo com os métodos da Pat. U.S. N2 5.225.539 de Winter, Pat.
U.S. N26.180.370 de Queen et al., Pat. U.S. N2 6.632.927 de Adair et al.,
ou Pub. do Ped. de Pat. U.S. N2 2003/0039649 de Foote, os conteudos
inteiros de cada um dos quais s&o aqui incorporados por referéncia. Pre-
ferivelmente, um anticorpo humanizado tem um ou mais residuos de
aminoacido introduzidos nele a partir de uma fonte que é ndo humana.
Estes residuos de aminoacido ndo humanos sao frequentemente referi-
dos como residuos de "importagao"”, que sao tipicamente tomados de um
dominio variavel de "importacao". A humanizagao pode ser essencial-
mente realizada seguindo 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)), substituindo-
se sequéncias da regido hipervariavel para as sequéncias corresponden-
tes de um anticorpo humano. Consequentemente, tais anticorpos "huma-
nizados" sao anticorpos quiméricos (Pat. U.S. N2 4.816.567) em que
substancialmente menos do que um dominio variavel humano intacto foi
substituido pela sequéncia correspondente de uma espécie ndo humana.
Na pratica, os anticorpos humanizados sao tipicamente anticorpos hu-
manos em que alguns residuos da regiao hipervariavel e possivelmente
alguns residuos de FR sao substituidos por residuos de sitios analogos
em anticorpos de roedor. Os anticorpos anti-EGFR humanizados do pa-
ciente compreenderao regides constantes de imunoglobulina humana.

[0127] A escolha de dominios variaveis humanos, tanto leves e pe-
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sados, a serem usados em fabricar os anticorpos humanizados é muito
importante para reduzir a antigenicidade. De acordo com o assim cha-
mado método de "melhor ajuste”, a sequéncia do dominio variavel de um
anticorpo de roedor € triada contra a biblioteca inteira de sequéncias de
dominio variavel humanas conhecidas. A sequéncia humana que é mais
proxima aquela do roedor depois € 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., 196:901 (1987)). Um outro
método de selecionar a sequéncia de estrutura humana € comparar a
sequéncia de cada sub-regido individual da estrutura de roedor total (isto
€, FR1, FR2, FR3, e FR4) ou alguma combinagéo das sub-regides indivi-
duais (por exemplo, FR1 e FR2) contra uma biblioteca de sequéncias da
regido variavel humana conhecidas que correspondem aquela sub-regido
de estrutura (por exemplo, como determinado pela numeracgéo de Kabat),
e escolher a sequéncia humana para cada sub-regidao ou combinagao
gue € a mais proxima aquela do roedor (Leung, Publicagao do Pedido de
Patente U.S. N2 2003/0040606A1, publicada em 27 de Fev. de 2003) (os
conteudos inteiros das quais sdo por meio desta incorporados por refe-
réncia). Um outro método usa uma regido de estrutura particular derivada
da sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de um sub-
grupo particular de cadeias leves ou pesadas. A mesma estrutura pode
ser usada para varios anticorpos humanizados diferentes (Carter et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol.,
151:2623 (1993)) (os conteudos inteiros de cada um dos quais sao aqui
incorporados por referéncia).

[0128] E mais importante que os anticorpos sejam humanizados
com retencédo de afinidade alta pelo antigeno e outras propriedades
biolégicas favoraveis. Para obter esta meta, de acordo com um méto-
do preferido, os anticorpos humanizados sao preparados por um pro-

cesso de analise das sequéncias parentais e varios produtos humani-
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zados conceituais usando modelos tridimensionais das sequéncias
parentais e humanizadas. Modelos de imunoglobulina tridimensionais
podem ser gerados usando programas de computador familiares aque-
les versados na técnica (por exemplo, Insightll, Accelrys, Inc. (antiga-
mente MSI), ou em http://swissmodel.expasy.org). Estes programas de
computador podem ilustrar e exibir estruturas conformacionais tridi-
mensionais provaveis de sequéncias de imunoglobulina candidatas
selecionadas. A inspecao destas exibicdes permite a analise do papel
provavel dos residuos no funcionamento da sequéncia de imunoglobu-
lina candidata, isto €, a analise de residuos que influenciam com a ca-
pacidade da imunoglobulina candidata para ligar-se ao seu antigeno.
Deste modo, residuos de FR podem ser selecionados e combinados a
partir das sequéncias receptoras e de importacdo de modo que a ca-
racteristica do anticorpo desejada, tal como afinidade aumentada pe-
lo(s) antigeno(s) alvo, seja obtida. Em geral, os residuos da regido hi-
pervariavel sdo direta e o mais substancialmente envolvidos em influ-
enciar a ligagcao de antigeno.

[0129] Em uma modalidade, os anticorpos da presente invengéao
compreendem uma regiao Fc humana. Em uma modalidade especifi-
ca, a regiao constante humana é IgG1, como apresentado nas SEQ ID
NOs: 109 e 110, e apresentadas abaixo:

Sequéncia de nucleotideo de IgG1 (SEQ ID NO: 110)

ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGG
GGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTG
ACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTICCCGG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGCAGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTC
ACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTC
CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAG
GAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTICCTGCACC
AGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCT
CCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG
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TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAG
TGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGC
TGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGC
ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

Sequéncia de aminoacido de IgG1 (SEQ ID NO: 109)

TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKAEPKSCDKTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH YTQKSL-S LSPGK

[0130] Entretanto, variantes e isoformas da regido Fc humana tam-
bém sido abrangidas pela presente invengdo. Por exemplo, regides Fc
variantes adequadas para o uso na presente invengao podem ser pro-
duzidas de acordo com os métodos mostrados na Pat. U.S. N°
6.737.056 de Presta (variantes da regido Fc com funcgéo efetora altera-
da devido a uma ou mais modificagdes de aminoacido); ou nos Ped. de
Pat. U.S. N 60/439.498; 60/456.041; 60/514.549; ou WO 2004/063351
(regides Fc variantes com afinidade de ligacdo aumentada devido a
modificagcdo de aminoacido); ou no Ped. de Pat. U.S. N2 10/672.280 ou
WO 2004/099249 (variantes de Fc com ligagao alterada a FcyR devido
a modificacdo de aminoacido), os conteudos de cada um dos quais séo
aqui incorporados por referéncia em sua totalidade.

[0131] Em uma outra modalidade, as moléculas de ligacdo de
antigeno da presente invencao sdo engendradas para ter afinidade
de ligagéo realgada de acordo, por exemplo, com os métodos des-
critos na Pub. do Ped. de Pat. U.S. N2 2004/0132066 de Balint et al.,
os conteudos inteiros da qual sao por meio desta incorporados por
referéncia.

[0132] Em uma modalidade, a molécula de ligagdo de antigeno da
presente invengao é conjugada a uma porgao adicional, tal como um
radiorrétulo ou uma toxina. Tais ABMs conjugadas podem ser produzi-

das por numerosos metodos que sdo bem-conhecidos na técnica.
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[0133] Uma variedade de radionuclideos sao aplicaveis a pre-
sente invengdo e aqueles versados na técnica atribuiram a capaci-
dade para determinar facilmente qual radionuclideo € o mais apro-
priado sob uma variedade de circunstancias. Por exemplo, o "*'iodo
€ um radionuclideo bem-conhecido usado para a imunoterapia alve-
jada. Entretanto, a utilidade clinica do "3'iodo pode ser limitada por
varios fatores incluindo: meia-vida fisica de oito dias; desalogenagao
de anticorpo iodado tanto no sangue quanto em sitios do tumor; e
caracteristicas de emissao (por exemplo, componente gama grande)
que pode ser sub-ideal para a deposicao de dose localizada no tu-
mor. Com a chegada de agentes quelantes superiores, a oportuni-
dade para ligar grupos quelantes de metal as proteinas tem aumen-
tado as oportunidades para utilizar outros radionuclideos tais como
"indio e Pijtrio. Pjtrio fornece varios beneficios para a utilizagdo em
aplicacdes radioimunoterapéuticas: a meia-vida de 64 horas do
Djtrio é longa o bastante para permitir acumulo de anticorpo pelo
tumor e, diferentemente por exemplo, do "3'iodo, o *Oitrio € um emis-
sor beta puro de energia alta sem nenhuma irradiagdo gama anexa
em sua decomposig¢ao, com uma faixa no tecido de 100 a 1000 dia-
metros celulares. Além disso, a quantidade minima de radiacio pe-
netrante leva em consideragcdo a administracdo ao paciente externo
de anticorpos rotulados com *Citrio. Adicionalmente, a internalizagdo
do anticorpo rotulado ndo é necessaria para a morte celular, e a
emissao local de radiagao ionizante deve ser letal para células tu-
morosas adjacentes que carecem do antigeno alvo.

[0134] Dosagens de tratamento unicas eficazes (isto &, quanti-
dades terapeuticamente eficazes) de anticorpos anti-EGFR rotula-
dos com jtrio variam entre cerca de 5 e cerca de 75 mCi, mais pre-
ferivelmente entre cerca de 10 e cerca de 40 mCi. Dosagens ablati-

vas que ndo de medula de tratamento unico eficazes de anticorpos
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anti-EGFR rotulados com "3'iodo variam entre cerca de 5 e cerca de
70 mCi, mais preferivelmente entre cerca de 5 e cerca de 40 mCi.
Dosagens ablativas de tratamento unico eficazes (isto é, podem re-
querer transplante de medula 6ssea autdlogo) de anticorpos anti-
EGFR rotulados com "'iodo variam entre cerca de 30 e cerca de
600 mCi, mais preferivelmente entre cerca de 50 e menos do que
cerca de 500 mCi. Em combinagdo com um anticorpo anti-EGFR
quimérico, devido a meia-vida de circulagdo mais longa em relagao
aos anticorpos de murino, uma dosagem ablativa que nao de medu-
la de tratamento unico eficaz de anticorpos anti-EGFR quiméricos
rotulados com '¥'iodo variam entre cerca de 5 e cerca de 40 mCi,
mais preferivelmente menos do que cerca de 30 mCi. Os critérios de
imageamento, por exemplo, para o rétulo de '"'indio, s&o tipicamen-
te menores do que cerca de 5 mCi.

[0135] Com respeito aos anticorpos anti-EGFR radiorrotulados, a
terapia com estes também pode ocorrer usando um unico tratamen-
to de terapia ou usando tratamentos multiplos. Por causa do compo-
nente de radionuclideo, é preferido que antes do tratamento, células
tronco periféricas ("PSC") ou medula éssea ("BM") sejam "colhidas"
para pacientes que experienciam toxicidade de medula 6ssea po-
tencialmente fatal que resulta da radiacdo. BM e/ou PSC sao colhi-
das usando técnicas padrao, e depois purgadas e congeladas para
a reinfusao possivel. Adicionalmente, € o mais preferido que antes
do tratamento um estudo de dosimetria de diagnostico usando um
anticorpo rotulado de diagndstico (por exemplo, usando '''indio) se-
ja conduzido no paciente, um propdésito do qual é garantir que o an-
ticorpo terapeuticamente rotulado (por exemplo, usando *Oitrio) nio
tornar-se-a desnecessariamente "concentrado" em qualquer 6rgao
ou tecido normais.

[0136] Em uma modalidade preferida, a presente invencio é di-
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recionada a um polinucleotideo isolado compreendendo uma se-
guéncia que codifica um polipeptideo tendo uma sequéncia de ami-
noacido na Tabela 7 abaixo. Em uma modalidade preferida, a inven-
cao é direcionada a um polinucleotideo isolado compreendendo uma
sequéncia mostrada na Tabela 6 abaixo. A invencédo é direcionada
ainda a um acido nucléico isolado compreendendo uma sequéncia
pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 %
idéntica a uma sequéncia de nucleotideo mostrada na Tabela 6
abaixo. Em uma outra modalidade, a invengao é direcionada a um
acido nucléico isolado compreendendo uma sequéncia que codifica
um polipeptideo tendo uma sequéncia de aminoacido pelo menos 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntica a uma se-
quéncia de aminoacido na Tabela 7. A invengdo também abrange
um acido nucléico isolado compreendendo uma sequéncia que codi-
fica um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacido de qualquer
uma das constructos na Tabela 7 com substituicbes de aminoacido
conservativas.

Tabela 6

— QOISuCto T EAGGTCA,.. Sequéncia de Nucleotideo  <=aimraaT L ;D NO
GAAGCCTGGGGCCTCTGTGAAGTTGTCTTGCAAAG
GTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACAC
TGGGTGAAGCAGAGTCATGGAAAGAGCCTTGAGT
GGATTGGGTATTTTAATCCTAACAGTGGTTATAGT
ACCTACAATGAAAAGTTCAAGAGCAAGGCCACAT
TGACTGCAGACAAATCCACCGATACAGCCTATATG
GAGCTTACCAGTCTGACATCTGAGGACTCTGCAAC
CTATTACTGTACAAGACTATCCCCAGGGGGTTACT
ATGTTATGGATGCCTGGGGTCAAGGAGCTTCAGTC
ACTGTCTCCTC

I-HHA CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA 4
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GCTTCTGGATTTACATTCACTGACTACGCCATCAG

CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG

TGGATGGGAGGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC

ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT |
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA
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Constructo

Sequéncia de Nucleotideo

SEQID NO

I-HHB

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTICAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

6

I-HHC

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACAATGAAAAGTTCAAGAGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTICCICA

I-HLA

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCA
TGACCGCCGACACGTCCATCAGCACAGCCTACATG
GAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGCCG
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCA

10

I-HLB

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGATACTTCAACCCTAACAGCGGTTATA
GTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCAC
CATGACCGCCGACACGTCCATCAGCACAGCCTACA
TGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTT
ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

12
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Constructo

Sequéncia de Nucleotideo

_SEQIDNO

I-HLC

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGATACTTCAACCCTAACAGCGGTTACA
GTACTTACAACGAGAAGTTCAAGAGCCGGGTCAC
CATGACCGCCGACACGTCCATCAGCACAGCCTACA
TGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGGGGTT
ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

14

I-HHD

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GCCTCTGGTTTCACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GIGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTICA

16

I-HHE

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTCACATTCACTGACTACAAGATATC
CTGGGTGCGACAGGCTCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATOGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACOGTCTCCTCA

18

I-HHF

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATTC
GAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

20
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Constructo

Sequéncia de Nucleotideo

SEQID NO

I-HHG

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATACA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATGC
CACGTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

22

I-HLAI

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTITACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGCCAGGTCACCA
TCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTG
CAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCA
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCA

24

I-HLA2

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTICACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCACC
ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCT
GCAGTGGAGCAGCCTGAAGGUCTCGGACACCGCC
ATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

26

I-HLA3

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTACACATTCACTGACTACTATATGC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATA
GTACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGCCAGGTCACC
ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCT
GCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCC
ATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTICTCCTCA

28
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Constructo

Sequéncia de Nucleotideo

I-HLA4

SEQ ID NO

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGAGCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTACACATTCACTGACTACTATATGC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATA
GTACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCAC
CATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACC
TGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGC
CATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTT
ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

30

I-HLAS

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGGAACCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAGCCCAAGCTTICCAAGGCCAGGTCACCA
TCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTG
CAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCA
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCA

12

I-HLAG6

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGGAACCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACTATATGCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCACC
ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCOCTACCT
GCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCC
ATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

I-HLAT

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGGAACCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCGCGGACAACGGCTCGA
GTGGATCGGCTGGATCAATCCTAACAGTGGTTATA
GTACCTACAACGAGAAGTTCCAAGGCCAGGTCAC
CATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACC
TGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGC
CATGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTT
ACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACC
GTGACCGTCTCCTCA

36
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Constructo

Sequéncia de Nucleotideo

I-HLAS

SEQ ID NO

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCAGAGGTGA
AGAAGCCTGGAACCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCCTCTGGTTTTACATTCACTGACTACAAGATCC
ACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATA
GTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCAC
CATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGG
COGTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGT
TACTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCAC
CGTGACCGTCTCCTCA

iR

I-HLA9

GAGGTGCAGCTCGTGCAGTCTGGCGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGCGAGTCGTTGAAGATCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTATTCATTCACTGACTACAAGATCCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAG
TGGATGGGATATTTCAACCCTAACAGCGGTTATAG
TACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACC
ATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTA
CTATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCG
TGACCGTCTCCTCA

40

I-HLAL0

GAGGTGCAGCTCGTGCAGTCTGGCGCTGAGGTGA
AGAAGCCTGGCGAGTCGTTGAAGATCTCCTGCAAG
GGTTCTGGTTATTCATTCACTGACTACAAGATCCA
CTGGGTGCGACAGATGCCTGGAAAGGGCCTCGAG
TGGATGGGCTACTTCAATCCTAACAGTGGTTATAG
TACCTACAGCCCAAGCTTCCAAGGCCAGGTCACCA
TCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTG
CAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCA
TGTATTACTGTGCGAGACTATCCCCAGGCGGTTAC
TATGTTATGGATGCCTGGGGCCAAGGGACCACCGT
GACCGTCTCCTCAG

120

Sequéncia
de sinal VH

ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGC
AGCAGCCACAGGAGCCCACTCC

42

ICR62 VL

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCATTCCTGTCT
GCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTATCAACTGCAA
AGCAAGTCAGAATATTAACAATTACTTAAACTGGT
ATCAGCAAAAGCTTGGAGAAGCTCCCAAACGCCT
GATATATAATACAAACAATTTGCAAACAGGCATCC
CATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGAT
TACACACTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGA
TTTTGCCACATATTTCTGCTTGCAGCATAATAGTTT
TCCCACGTTTGGAGCTGGGACCAAGCTGGAACTGA
AACGTACG
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Constructo Sequéncia de Nucleotideo SEQIDNO

I-kKC GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC 46
TGCATCTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCC
GGGCAAGTCAGGGCATTAACAATTACTTAAATTGG
TACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCC
TGATCTATAATACCAACAACTTGCAGACAGGCGTC
CCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCOGGGACAG

AATTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
GATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAG

TTTTCCCACGTTTGGCCAGGGCACCAAGCTCGAGA

TCAAGCGTACG
Sequéncia ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGCCT 48
desinal VL | CCTGCTGCTCTGGTTCCCAGGTGCCAGGTGT
I-KA GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC 50

TGCATCTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCC
GGGCAAGTCAGGGCATTAACAATTACTTAAATIGG
TACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCC
TGATCTATAATACCAACAACTTGCAGACAGGCGTC
CCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACAG
AATACACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
GATTTITGCCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAG
TITTCCCACGTTTGGCCAGGGCACCAAGCTCGAGA
TCAAGCGTACGGTG

I-KB GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC 52
TGCATCTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCA
AAGCAAGTCAGAATATTAACAATTACTTAAACTGG
TACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCC
TGATCTATAATACCAACAACTTGCAGACAGGCGTC
CCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACAG
AATACACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAA
GATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAG
TTTTCCCACGTTTGGCCAGGGCACCAAGCTCGAGA
TCAAGOGTACGGTG

Tabela 7

SEQ ID NO

IR T QUNLLOSGAL IRIEAIR 4G ATIGRES, -  BYKTHWVR i
QSHGKSLEWIGYFNPNSGYSTYNEKFKSKATLTADKSTD
TAYMELTSLTSEDSATYYCTRLSPGGYYVMDAWGQGA
SVTVSS

I-HHA QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFTDYAISWVR 3
QAPGQGLEWMGGINPNSGYSTYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

I-HHB QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKGSGFTFTDYKIHWVR 5
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS
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Constructo

Seguéncia de Aminoacido

SEQ ID NO

I-HHC

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKGSGFTFTDYKIHWVR

QAPGOGLEWMGYFNPNSGYSTYNEKFKSRVTITADKST

STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGY YVMDAWGQG
TIVTVSS

I-HLA

7

OVOLVOSGﬁLVKKPGASVKVSCKASGPTFTDY‘:M[-]WV

ROAPGOGLEWMGWINPNSGYSTYAQKFOGRVTMTADT
SISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGO
GITTVTVSS

I-HLB

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKGSGFTFTDYKIHWVR
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFQGRVTMTADTSI
STAYMELSRLRSDDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

11

I-HLC

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKGSGFTFTDYKIHWVR
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYNEKFKSRVTMTADTSI
STAYMELSRLRSDDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TTVTVSS

13

[-HHD

OVOLVOSGAEVEKPGSSVEVSCKASGFTFTDYKIHWVR
QAPGOGLEWMGYFNPNSGY STYAQKFQGRVTITADKST

STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
[TVIVSS

15

I-HHE

OVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKGSGFTFTDYKISWVR
QAPGOGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG

TTVTVSS

17

I-HHF

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKGSGFTFTDYKIHWVR

QAPGOGLEWMGYFNPNSGY SNYAQKFOGRVTITADKST

STAYMELSSLRSEDTAVYYCARL SPGGYYVMDAWGOG
ITVIVSS

19

I-HHG

VOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKGSGFTFIDYKIHWY
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYATYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYC PGGYYVMDAW.
TIVTVSS

21

I-HLA1

OVOLVOSGAEVEKPGASVEVSCKASGFTFTDY YMHWV
ROA Ei;E}[,EWGWTNPNSGYSTYSPQEEE:&QVTISJ\DKS
STAYLOWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQ

GITVTVSS

23

I-HLAZ

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTETDY YMHWV
RQAPGQGLEWMGWINPNSGYSTYNEKFQGQVTISADKS
ISTAYLQWSSLKASDTAMY YCARLSPGGYYVMDAWGQ
GTTVTVSS

25

1-HLA3

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIDY YMHWVY
RQAPGQGLEWMGWINPNSGYSTYSPSFQGQVTISADKSI
STAYLQWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQ
GTTVTVSS

27

OVQLVQSGAEVEKKPGASVEVSCKASGYTFTDYYMHWV
ROAPGQGLEWMGWINPNSGYSTYNEKFQGQVTISADKS
ISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQ
GTTVTVSS

29
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Constructo Seauéncia de Aminoacido SEQ ID NO
I-HLAS VOSGPE TSVEVSCKASG HWV 31
ROAPGOGLEWMGWINPNSGYSTYSPSFOGOVTISADKS]
TA W SDTAMYYCARLSPGG DAW
GTTVIVSS
I-HLAG MOQLV P VKV YYMHWV i3
R W -KF! VTISADKS
IST WSSLEKEA YYV Wi
GTTVIVSS
I-HLA7 QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFTDYKIHWVR 35

QARGQRLEWIGWINPNSGYSTYNEKFQGQVTISADKSIS
TAYLQWSSLKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGQG
TIVTVSS

I-HLAS QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGETFTDYKIHWVR 37
QAPGQGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARLSPGGYYVMDAWGQG

TIVTVSS

[-HLA9 EVOLVOSGAEVEKPGESLKISCKGSGYSFTDYKIHWVRQ 39
APGOGLEWMGYFNPNSGYSTYAQKFOGRVTITADKSTS
TA SLESEDTAVYYC SPGG DAWGQG
TVTVSS

I-HLAIOD EVQLV K LEISC YSFIDYKIHWVR 121
| MPGKGLEWMG NSGYSTYSPSF VTISAD
AYLOWSSLEKASDTAMYYCARLSPGGYYVMDAWGOGT
TVTVSS

Sequéncia | MDWTWRILFLVAAATGAHS 411

de sinal VH

ICR62 VL DIOMTQSPSFLSASVGDRVTINCKASONINNY LNWYQOK 43
LGEAPKRLIYNTNNLOTGIPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOP
EDEATYFCLOHNSFPTFGAGTKLELKRT

I-KC DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK 45

PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDFATYYCLOQHNSFPTFGQGTKLEIKRT

Sequéncia MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 47

de sinal VL

I-KA DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINNYLNWYQQK 49

PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQ
PEDFATYYCLOQHNSFPTFGOQGTKLEIKRTV
KB DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK ASQNINNYLNWYQQK 51
PGKAPKRLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQ
PEDFATYYCLQHNSFPTFGOGTKLEIKRTV

[0137] Em uma outra modalidade, a presente invengao € direcio-
nada a um vetor de expressdo e/ou uma célula hospedeira que com-
preendem um ou mais polinucleotideos isolados da presente invengao.
[0138] Geralmente, qualquer tipo de linhagem de célula cultivada
pode ser usado para expressar a ABM da presente invengdo. Em
uma modalidade preferida, células HEK293-EBNA, células CHO, cé-
lulas BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO, célu-
las de mieloma de camundongo P3X63, células PER, células PER.C6
ou células de hibridoma, outras células mamiferas, células de levedu-

ra, células de inseto, ou células vegetais sdo usadas como a linha-
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gem de célula de base para gerar as células hospedeiras engendra-
das da invengao.

[0139] A eficacia terapéutica das ABMs da presente invencio po-
de ser realgada produzindo-as em uma célula hospedeira que expres-
sa ainda um polinucleotideo que codifica um polipeptideo tendo ativi-
dade de GnTIll. Em uma modalidade preferida, o polipeptideo tendo
atividade de GnTlIll € um polipeptideo de fusdo compreendendo o do-
minio de localizagdo de Golgi de um polipeptideo residente de Golgi.
Em uma outra modalidade preferida, a expressdo das ABMs da pre-
sente invengcdo em uma célula hospedeira que expressa um polinucle-
otideo que codifica um polipeptideo tendo atividade de GnTIIl resulta
em ABMs com afinidade de ligagcdo do receptor de Fc aumentada e
fungdo efetora aumentada. Consequentemente, em uma modalidade,
a presente invengao € direcionada a uma célula hospedeira compre-
endendo (a) um acido nucléico isolado compreendendo uma sequén-
cia que codifica um polipeptideo tendo atividade de GnTIll; e (b) um
polinucleotideo isolado que codifica uma ABM da presente invencgao,
tal como um anticorpo quimérico, primatizado ou anticorpo que liga-se
a EGFR humano. Em uma modalidade preferida, o polipeptideo tendo
atividade de GnTlIll € um polipeptideo de fusdo compreendendo o do-
minio catalitico de GnTIll e o dominio de localizagado de Golgi € o do-
minio de localizagcdo de manosidase Il. Métodos para gerar tais poli-
peptideos de fusdo e usa-los para produzir anticorpos com fungdes
efetoras aumentadas sao descritos no Ped. de Pat. Provisério U.S. N2
60/495.142 e Publ. do Ped. de Pat. U.S. N2 2004/0241817 A1, os con-
teudos inteiros de cada um dos quais sao expressamente incorpora-
dos aqui por referéncia. Em uma outra modalidade preferida, a ABM
quimérica € um anticorpo quimérico ou um fragmento deste, tendo a
especificidade de ligagao do anticorpo ICR62 de rato. Em uma modali-

dade particularmente preferida, o anticorpo quimérico compreende um
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Fc humano. Em uma outra modalidade preferida, o anticorpo é prima-
tizado ou humanizado.

[0140] Em uma modalidade, um ou varios polinucleotideos que
codificam uma ABM da presente invencdo podem ser expressados sob
o controle de um promotor constitutivo ou, alternativamente, um siste-
ma de expressao regulado. Os sistemas de expressio regulados ade-
quados incluem, mas sao nao limitados a, um sistema de expressao
regulado de tetraciclina, um sistema de expressao induzivel por ecdi-
sona, um sistema de expressao lac-switch, um sistema de expressao
induzivel por glicocorticéide, um sistema promotor induzivel por tempe-
ratura, e um sistema de expressao induzivel por metal metalotioneina.
Se varios acidos nucléicos diferentes que codificam uma ABM da pre-
sente invengao estdo compreendidos dentro do sistema de célula hos-
pedeira, alguns deles podem ser expressados sob o controle de um
promotor constitutivo, enquanto outros sao expressados sob o controle
de um promotor regulado. O nivel de expressao maximo € considerado
ser o nivel mais alto possivel de expressao de polipeptideo estavel
gue nao tém um efeito adverso significante na taxa de crescimento ce-
lular, e sera determinado usando experimentagao de rotina. Os niveis
de expressao sao determinados por métodos geralmente conhecidos
na técnica, incluindo analise de Western blot usando um anticorpo es-
pecifico para a ABM ou um anticorpo especifico para um rétulo de
peptideo fundido a ABM; e analise de Northern blot. Em uma outra al-
ternativa, o polinucleotideo pode ser operativamente ligado a um gene
reporter; os niveis de expressdo de uma ABM quimérica (por exemplo,
humanizada) tendo substancialmente a mesma especificidade de liga-
¢ao do anticorpo ICR62 de rato sao determinados medindo-se um si-
nal correlacionado com o nivel de expressao do gene reporter. O gene
reporter pode ser transcrito juntamente com o(s) acido(s) nucléico(s)

qgue codifica(m) o dito polipeptideo de fusdo como uma unica molécula
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de mRNA,; suas sequéncias de codificacdo respectivas podem ser li-
gadas por um sitio de entrada de ribossomo interno (IRES) ou por um
realgador de traducéo independente do capuz (CITE). O gene reporter
pode ser traduzido juntamente com pelo menos um acido nucléico que
codifica uma ABM quimérica (por exemplo, humanizada) tendo subs-
tancialmente a mesma especificidade de ligacdo do anticorpo ICR62
de rato tal que uma unica cadeia de polipeptideo é formada. Os acidos
nucléicos que codificam as AMBs da presente invencao podem ser
operativamente ligados ao gene repdrter sob o controle de um unico
promotor, tal que o acido nucléico que codifica o polipeptideo de fuséo
e 0 gene reporter sdo transcritos em uma molécula de RNA que é al-
ternativamente unida em duas moléculas de RNA mensageiro (mMRNA)
separadas; um dos mRNAs resultantes é traduzido na dita proteina
reporter, e o outro é traduzido no dito polipeptideo de fuséo.

[0141] Métodos que sao bem-conhecido aqueles versados na téc-
nica podem ser usados para construir vetores de expressado contendo
a sequéncia de codificagdo de uma ABM tendo substancialmente a
mesmo especificidade de ligagdo do anticorpo ICR62 de rato junto
com sinais de controle transcricionais/traducionais apropriados. Estes
métodos incluem técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas sin-
téticas e recombinacéao in vivo/recombinagado genética. Ver, por exem-
plo, as técnicas descritas em Maniatis et al., Molecular Cloning A La-
boratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989) e Ausu-
bel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Associates e Wiley Interscience, N.Y (1989).

[0142] Uma variedade de sistemas de hospedeiro-vetor de ex-
pressdo pode ser utilizada para expressar a sequéncia de codificagao
das ABMs da presente invencao. Preferivelmente, as células mamife-
ras sdo usadas como sistemas de célula hospedeira transfectados

com vetores de expressao de DNA de plasmideo ou DNA de cosmideo
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recombinantes contendo a sequéncia de codificacdo da proteina de
interesse e a sequéncia de codificagcdo do polipeptideo de fusdo. O
mais preferivelmente, as células HEK293-EBNA, células CHO, células
BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO, células de
mieloma de camundongo P3X63, células PER, células PER.C6 ou cé-
lulas de hibridoma, outras células mamiferas, células de levedura, cé-
lulas de inseto, ou células vegetais sdo usadas como sistema de célula
hospedeira. Alguns exemplos de sistemas de expressdo e métodos de
selecdo sao descritos nas referéncias seguintes, e referéncias nesta:
Borth et al., Biotechnol. Bioen. 71(4):266-73 (2000-2001), em Werner
et al., Arzneimittelforschung/Drug Res. 48(8):870-80 (1998), em An-
dersen e Krummen, Curr. Op. Biotechnol. 13:117-123 (2002), em
Chadd e Chamow, Curr. Op. Biotechnol. 12:188-194 (2001), e em Gid-
dings, Curr. Op. Biotechnol. 12: 450-454 (2001). Em modalidades al-
ternativas, outros sistemas de célula hospedeira eucariéticos podem
ser usados, incluindo células de levedura transformadas com vetores
de expressao de levedura recombinantes contendo a sequéncia de
codificacdo de uma ABM da presente invencgao, tais como os sistemas
de expressdao mostrados no Ped. de Pat. U.S. N° 60/344.169 e WO
03/056914 (métodos para produzir glicoproteina semelhante a humana
em uma célula hospedeira eucariética ndo humana) (os conteudos de
cada um dos quais sao incorporados por referéncia em sua totalidade);
sistemas de célula de inseto infectada com vetores de expressao de
virus recombinantes (por exemplo, baculovirus) contendo a sequéncia
de codificacdo de uma ABM quimérica tendo substancialmente a
mesma especificidade de ligacao do anticorpo ICR62 de rato; sistemas
de célula vegetal infectada com vetores de expressao de virus recom-
binantes (por exemplo, virus do mosaico da couve-flor, CaMV; virus do
mosaico do tabaco, TMV) ou transformada com vetores de expresséao

de plasmideo recombinantes (por exemplo, plasmideo Ti) contendo a
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sequéncia de codificacdo da ABM da invencgao, incluindo, mas nao li-
mitados, aos sistemas de expressdo mostrados na Pat. U.S. N¢
6.815.184 (métodos para a expressédo e secregdao de polipeptideos
biologicamente ativos de lentilha d'agua geneticamente engendrada);
WO 2004/057002 (producéo de proteinas glicosiladas em células de
planta bridfita por introdugdo de um gene de glicosil transferase) e WO
2004/024927 (métodos de gerar proteina que nédo vegetal heterdéloga
extracelular em protoplasta de musgo); e Ped. de Pat. U.S. N
60/365.769, 60/368.047, e WO 2003/078614 (processamento de glico-
proteina em plantas transgénicas compreendendo uma enzima de
GnTIlll mamifera funcional) (os conteudos de cada um dos quais séo
aqui incorporados por referéncia em sua totalidade); ou sistemas de
célula animal infectada com vetores de expressao de virus recombi-
nantes (por exemplo, adenovirus, virus da vacinia) incluindo linhagens
de célula engendradas para conter copias multiplas do DNA que codi-
fica uma ABM quimérica tendo substancialmente a mesma especifici-
dade de ligagdo do anticorpo ICR62 de rato estavelmente ampliada
(CHO/dhfr) ou instavelmente ampliada em cromossomos de duplo-
minutos (por exemplo, linhagens de célula de murino). Em uma moda-
lidade, o vetor compreendendo o(s) polinucleotideo(s) que codifica(m)
a ABM da invencao € policistrébnico. Também, em uma modalidade a
ABM debatida acima é um anticorpo ou um fragmento deste. Em uma
modalidade preferida, a ABM é um anticorpo humanizado.

[0143] Para os métodos desta invengdo, a expressao estavel é a
expressao transitoria geralmente preferida porque ela tipicamente ob-
tém resultados mais reproduziveis e também €& mais acessivel a pro-
dugdo em grande escala. Ao invés de usar vetores de expressao que
contém origens virais de replicacéo, as células hospedeiras podem ser
transformadas com os acidos nucléicos de codificagdo respectivos

controlados por elementos de controle de express&o apropriados (por
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exemplo, promotor, realgador, sequéncias, terminadores de transcri-
¢ao, sitios de poliadenilacdo, etc.), e um marcador selecionavel. A se-
guir da introdugdo do DNA estranho, as células engendradas podem
ser deixadas crescer durante 1 a 2 dias em um meio enriquecido, e
depois sdo mudadas para um meio seletivo. O marcador selecionavel
no plasmideo recombinante confere resisténcia a selecdo e permite a
selecao de células que estavelmente integraram o plasmideo em seus
cromossomos e crescem para formar focos que por sua vez podem
ser clonados e expandidos em linhagens de célula.

[0144] Vérios sistemas de selegcdo podem ser usados, incluindo,
mas nao limitados, aos genes de timidina cinase do virus do herpes
simples (Wigler et al., Cell 11:223 (1977)), de hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferase (Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 48:2026 (1962)), e de adenina fosforribosiltransferase (Lowy et
al., Cell 22:817 (1980)), que podem ser utilizados em células tk-,
hgprt- ou aprt-, respectivamente. Também, a resisténcia a antimeta-
bélito pode ser usada como a base de selegédo para genes dhfr, que
confere resisténcia ao metotrexato (Wigler et al., Natl. Acad. Sci. USA
77:3567 (1989); O'Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527
(1981)); gpt, que confere resisténcia ao acido micofendlico (Mulligan
& Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072 (1981)); neo, que confere
resisténcia ao aminoglicosideo G-418 (Colberre-Garapin et al., J. Mol.
Biol. 150:1 (1981)); e hygro, que confere resisténcia a higromicina
(Santerre et al., Gene 30:147 (1984). Recentemente, genes selecio-
naveis adicionais foram descritos, isto é, trpB, que permite que célu-
las utilizem indol no lugar de triptofano; hisD, que permite que células
utilizem histinol no lugar de histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:8047 (1988)); o sistema de glutamina sintase; e
ODC (ornitina descarboxilase) que confere resisténcia ao inibidor de

ornitina descarboxilase, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (McCon-
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logue, em: Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring
Harbor Laboratory ed. (1987)).

[0145] A presente invengao é direcionada ainda a um método pa-
ra modificar o perfil de glicosilagdo das ABMs da presente invengéo
gue sao produzidas por uma célula hospedeira, compreendendo ex-
pressar na dita célula hospedeira um acido nucléico que codifica uma
ABM da invencdo e um acido nucléico que codifica um polipeptideo
com atividade de GnTIIl, ou um vetor compreendendo tais acidos nu-
cléicos. Preferivelmente, o polipeptideo modificado é IgG ou um fra-
gmento desta compreendendo a regiao Fc. Em uma modalidade par-
ticularmente preferida a ABM é um anticorpo humanizado ou um fra-
gmento deste.

[0146] As ABMs modificadas produzidas pelas células hospedeiras
da invencao exibem afinidade de ligagdo do receptor de Fc aumentada
e/ou fungao efetora aumentada como um resultado da modificacdo. Em
uma modalidade particularmente preferida a ABM é um anticorpo hu-
manizado ou um fragmento deste contendo a regiao Fc. Preferivelmen-
te, a afinidade de ligacédo do receptor de Fc aumentada é a ligacéo au-

mentada a um receptor de ativagdo de Fcy, tal como o receptor de

FcyRllla. A funcdo efetora aumentada é preferivelmente um aumento
em um ou mais dos seguintes: citotoxicidade celular aumentada depen-
dente de anticorpo, fagocitose celular aumentada dependente de anti-
corpo (ADCP), secrecao de citocina aumentada, captagcado de antigeno
mediada por complexo imune aumentada por células que apresentam
antigeno, citotoxicidade celular mediada por Fc aumentada, ligacéo
aumentada a células NK, ligacdo aumentada a macréfagos, ligacao
aumentada a células polimorfonucleares (PMNs), ligagdo aumentada a
monocitos, reticulagdo aumentada de anticorpos ligados ao alvo, apop-
tose de inducdo de sinalizacido direta aumentada, maturacédo de célula

dendtritica aumentada, e imprimacgao de célula T aumentada.
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[0147] A presente invengdo também é direcionada a um método
para produzir uma ABM da presente invengao, tendo oligossacarideos
modificados em uma célula hospedeira compreendendo (a) cultivar uma
célula hospedeira engendrada para expressar pelo menos um acido nu-
cléico que codifica um polipeptideo tendo atividade de GnTlll sob condi-
¢coes que permitem a producao de uma ABM de acordo com a presente
invencdo, em que o dito polipeptideo tendo atividade de GnTIII é ex-
pressado em uma quantidade suficiente para modificar os oligossacari-
deos na regido Fc da dita ABM produzida pela dita célula hospedeira; e
(b) isolar a dita ABM. Em uma modalidade preferida, o polipeptideo ten-
do atividade de GnTIll € um polipeptideo de fusdo compreendendo o
dominio catalitico de GnTIll. Em uma modalidade particularmente prefe-
rida, o polipeptideo de fusdo compreende ainda o dominio de localiza-
¢ao de Golgi de um polipeptideo residente de Golgi.

[0148] Preferivelmente, o dominio de localizagdo de Golgi é o do-
minio de localizacdo de manosidase Il ou GnTI. Alternativamente, o
dominio de localizagdo de Golgi é selecionado do grupo consistindo:
no dominio de localizagdo de manosidase |, no dominio de localizacdo
de GnTIl, e no dominio de localizacdo de uma fucosiltransferase de
nucleo 1-6. As ABMs produzidas pelos métodos da presente invencao
tém afinidade de ligagdo do receptor de Fc aumentada e/ou fungao
efetora aumentada. Preferivelmente, a funcdo efetora aumentada é
uma ou mais das seguintes: citotoxicidade celular mediada por Fc au-
mentada (incluindo citotoxicidade celular aumentada dependente de
anticorpo), fagocitose celular aumentada dependente de anticorpo
(ADCP), secrecéao de citocina aumentada, captagao de antigeno medi-
ada por complexo imune aumentada por células que apresentam anti-
geno, ligacdo aumentada a células NK, ligacdo aumentada a macrofa-
gos, ligacdo aumentada a mondcitos, ligagado aumentada a células po-

limorfonucleares, apoptose de indugdo de sinalizagao direta aumenta-
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da, reticulacdo aumentada de anticorpos ligados ao alvo, maturacdo
de célula dendtritica aumentada, ou imprimacéo de célula T aumenta-
da. A afinidade de ligagéo do receptor de Fc aumentada é preferivel-
mente ligagdo aumentada aos receptores de ativagao de Fc tais como
FcyRllla. Em uma modalidade particularmente preferida a ABM € um
anticorpo humanizado ou um fragmento deste.

[0149] Em uma outra modalidade, a presente invengéo € direcio-
nada a uma ABM quimérica tendo substancialmente a mesma especi-
ficidade de ligacdo do anticorpo ICR62 de rato produzido pelos méto-
dos da invengao que tem uma propor¢cao aumentada de oligossacari-
deos bifurcados na regido Fc do dito polipeptideo. E considerado que
uma tal ABM abrange os anticorpos e fragmentos destes compreen-
dendo a regido Fc. Em uma modalidade preferida, a ABM é um anti-
corpo humanizado. Em uma modalidade, a porcentagem de oligossa-
carideos bifurcados na regido Fc da ABM é pelo menos 50 %, mais
preferivelmente, pelo menos 60 %, pelo menos 70 %, pelo menos 80
%, ou pelo menos 90 %, e o mais preferivelmente pelo menos 90 a 95
% dos oligossacarideos totais. Ainda em uma outra modalidade, a
ABM produzida pelos métodos da invengdo tem uma propor¢cao au-
mentada de oligossacarideos nao fucosilados na regido Fc como um
resultado da modificagdo de seus oligossacarideos pelos métodos da
presente invencdo. Em uma modalidade, a porcentagem de oligossa-
carideos nao fucosilados é pelo menos 50 %, preferivelmente, pelo
menos 60 % a 70 %, o mais preferivelmente pelo menos 75 %. Os oli-
gossacarideos nao fucosilados podem ser do tipo hibrido ou complexo.
Em uma modalidade particularmente preferida, a ABM produzida pelas
células hospedeiras e métodos da invengcao tem uma propor¢éo au-
mentada de oligossacarideos nao fucosilados, bifurcados na regiao Fc.
Os oligossacarideos nao fucosilados, bifurcados podem ser hibridos

ou complexos. Especificamente, os métodos da presente invengao po-
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dem ser usados para produzir ABMs em que pelo menos 15 %, mais
preferivelmente pelo menos 20 %, mais preferivelmente pelo menos 25
%, mais preferivelmente pelo menos 30 %, mais preferivelmente pelo
menos 35 % dos oligossacarideos na regido Fc da ABM s&o bifurca-
dos, ndo fucosilados. Os métodos da presente invengao também po-
dem ser usados para produzir polipeptideos em que pelo menos 15 %,
mais preferivelmente pelo menos 20 %, mais preferivelmente pelo me-
nos 25 %, mais preferivelmente pelo menos 30 %, mais preferivelmen-
te pelo menos 35 % dos oligossacarideos na regido Fc do polipeptideo
séo hibridos bifurcados nao fucosilados.

[0150] Em uma outra modalidade, a presente invengéo € direcio-
nada a uma ABM quimérica tendo substancialmente a mesma especi-
ficidade de ligacdo do anticorpo ICR62 de rato engendrada para ter
fungao efetora aumentada e/ou afinidade de ligagdo do receptor de Fc
aumentada, produzida pelos métodos da invencao. Preferivelmente, a
fungao efetora aumentada € uma ou mais das seguintes: citotoxicidade
celular mediada por Fc aumentada (incluindo citotoxicidade celular
aumentada dependente de anticorpo), fagocitose celular aumentada
dependente de anticorpo (ADCP), secregdo de citocina aumentada,
captacao de antigeno mediada por complexo imune aumentada por
células que apresentam antigeno, ligacdo aumentada a células NK,
ligacdo aumentada a macrofagos, ligacdo aumentada a mondcitos,
ligacdo aumentada a células polimorfonucleares, apoptose de indugao
de sinalizagdo direta aumentada, reticulagdo aumentada de anticorpos
ligados ao alvo, maturagcdo de célula dendtritica aumentada, ou impri-
macao de célula T aumentada. Em uma modalidade preferida, a afini-
dade de ligacédo do receptor de Fc aumentada é a ligagdo aumentada
a um receptor de ativacédo de Fc, o mais preferivelmente FcyRIlla. Em
uma modalidade, a ABM é um anticorpo, um fragmento de anticorpo

contendo a regido Fc, ou uma proteina de fusdo que inclui uma regiao
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equivalente a regido Fc de uma imunoglobulina. Em uma modalidade
particularmente preferida, a ABM € um anticorpo humanizado.

[0151] A presente invengdo € direcionada ainda as composi¢oes
farmacéuticas compreendendo as ABMs da presente invengcdo e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0152] A presente invengdo é direcionada ainda ao uso de tais
composicdes farmacéuticas no método de tratamento do cancer. Es-
pecificamente, a presente invencéo é direcionada a um método para o
tratamento do cancer compreendendo administrar uma quantidade te-
rapeuticamente eficaz da composicao farmacéutica da invengao.

[0153] A presente invengao fornece ainda métodos para a geragao
e uso de sistemas de célula hospedeira para a produgao de glicofor-
mas das ABMs da presente invencdo, tendo afinidade de ligagdo do
receptor de Fc aumentada, preferivelmente ligacdo aumentada aos
receptores de ativacdo de Fc, e/ou tendo funcdes efetoras aumenta-
das, incluindo citotoxicidade celular dependente de anticorpo. A meto-
dologia de glicoengenharia que pode ser usada com as ABMs da pre-
sente invencdo foi descrita em maior detalhe na Pat. U.S. N2
6.602.684, Publ. do Ped. de Pat. U.S. N2 2004/0241817 A1, Publ. do
Ped. de Pat. U.S. N2 2003/0175884 A1, Pedido de Patente U.S. Provi-
sorio N2 60/441.307 e WO 2004/065540, os conteudos inteiros de cada
um dos quais sao incorporados aqui por referéncia em sua totalidade.
As ABMs da presente invengao alternativamente podem ser glicoen-
gendradas para ter residuos de fucose reduzidos na regido Fc de
acordo com as técnicas descritas na Pub. do Ped. de Pat. U.S. N2
2003/0157108 (Genentech), ou em EP 1 176 195 A1, WO 03/084570,
WO 03/085119 e Pub. do Ped. de Pat. U.S. N= 2003/0115614,
2004/093621, 2004/110282, 2004/110704, 2004/132140 (Kyowa). Os
conteudos de cada um destes documentos sdo aqui incorporados por

referéncia em suas totalidades. As ABMs glicoengendradas da inven-
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cao também podem ser produzidas em sistemas de expressao que
produzem glicoproteinas modificadas, tais como aquelas mostradas na
Pub. do Ped. de Pat. U.S. N2 60/344.169 e WO 03/056914 (GlycoFi,
Inc.) ou na WO 2004/057002 e WO 2004/024927 (Greenovation), os
conteudos de cada uma das quais sdao por meio desta incorporados
por referéncia em sua totalidade.

Geracao de Linhagens de Célula para a Producdo de Proteinas Com

Padrdo de Glicosilacdo Alterado

[0154] A presente invengéo fornece sistemas de expressao de cé-
lula hospedeira para a geragao das ABMs da presente invencgao tendo
padrées de glicosilacdo modificados. Em particular, a presente inven-
¢ao fornece sistemas de célula hospedeira para a geragao de glico-
formas das ABMs da presente invencdo tendo um valor terapéutico
melhorado. Portanto, a invencdo fornece sistemas de expressdo de
célula hospedeira selecionados ou engendrados para expressar um
polipeptideo tendo atividade de GnTIlll. Em uma modalidade, o poli-
peptideo tendo atividade de GnTlIll € um polipeptideo de fusdo com-
preendendo o dominio de localizagdo de Golgi de um polipeptideo re-
sidente de Golgi heterdlogo. Especificamente, tais sistemas de ex-
pressao de célula hospedeira podem ser engendrados para compre-
ender uma molécula de acido nucléico recombinante que codifica um
polipeptideo tendo GnTlIl, operativamente ligado a um sistema promo-
tor constitutivo ou regulado.

[0155] Em uma modalidade especifica, a presente invencéo fornece
uma célula hospedeira que foi engendrada para expressar pelo menos
um acido nucléico que codifica um polipeptideo de fusao tendo ativida-
de de GnTIIl e compreendendo o dominio de localizagdo de Golgi de
um polipeptideo residente de Golgi heterélogo. Em um aspecto, a célula
hospedeira € engendrada com uma molécula de acido nucléico com-

preendendo pelo menos um gene que codifica um polipeptideo de fusao
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tendo atividade de GnTIll e compreendendo o dominio de localizacéo
de Golgi de um polipeptideo residente de Golgi heterdlogo.

[0156] Geralmente, qualquer tipo de linhagem de célula cultivada,
incluindo as linhagens de célula debatidas acima, pode ser usado co-
mo um fundamento para engendrar as linhagens de célula hospedeira
da presente invencdo. Em uma modalidade preferida, as células
HEK293-EBNA, células CHO, células BHK, células NSO, células
SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de camundongo
P3X63, células PER, células PER.C6 ou células de hibridoma, outras
células mamiferas, células de levedura, células de inseto, ou células
vegetais sdo usadas como a linhagem de célula de base para gerar as
células hospedeiras engendradas da invengao.

[0157] A invencéo é considerada abranger quaisquer células hos-
pedeiras engendradas que expressam um polipeptideo tendo atividade
de GnTIIl, incluindo um polipeptideo de fusdo que compreende o do-
minio de localizagdo de Golgi de um polipeptideo residente de Golgi
heterélogo como definido aqui.

[0158] Um ou varios acidos nucléicos que codificam um polipepti-
deo tendo atividade de GnTIlll podem ser expressados sob o controle
de um promotor constitutivo ou, alternativamente, um sistema de ex-
pressao regulado. Tais sistemas sdo bem-conhecidos na técnica, e
incluem os sistemas debatidos acima. Se varios acidos nucléicos dife-
rentes que codificam polipeptideos de fus&o tendo atividade de GnTlII
e compreendendo o dominio de localizacdo de Golgi de um polipepti-
deo residente de Golgi heterélogo estdo compreendidos dentro do sis-
tema de célula hospedeira, alguns deles podem ser expressados sob o
controle de um promotor constitutivo, enquanto outros sao expressa-
dos sob o controle de um promotor regulado. Os niveis de expressao
dos polipeptideos de fusdo tendo atividade de GnTIll sdo determina-

dos por métodos geralmente conhecidos na técnica, incluindo analise
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de Western blot, analise de Northern blot, analise de expresséo de ge-
ne reporter ou medi¢cao da atividade de GnTlIII. Alternativamente, uma
lectina pode ser utilizada que liga-se aos produtos biossintéticos do
GnTIIl, por exemplo, E4-PHA lectina. Alternativamente, um ensaio fun-
cional que mede a ligagdo de receptor de Fc aumentada ou fungéo
efetora aumentada mediadas por anticorpos produzidos pelas células
engendrada com o acido nucléico que codifica um polipeptideo com
atividade de GnTlIIl pode ser usado.

Identificacdo de Transfectantes ou Transformantes que Expressam a

Proteina Tendo um Padrdo de Glicosilacdo Modificado

[0159] As células hospedeiras que contém a sequéncia de codifi-
cacao de uma ABM quimérica (por exemplo, humanizada) tendo subs-
tancialmente a mesma especificidade de ligagdo do anticorpo ICR62
de rato e que expressa os produtos genéticos biologicamente ativos
podem ser identificadas por pelo menos quatro métodos gerais; (a)
hibridizacdo de DNA-DNA ou DNA-RNA; (b) a presenca ou auséncia
de fungbes de gene "marcador"; (c) avaliagdo do nivel de transcricao
como medido pela expressao dos transcritos de mRNA respectivos na
célula hospedeira; e (d) detecgdo do produto genético como medido
por imunoensaio ou por sua atividade biologica.

[0160] No primeiro método, a presenca da sequéncia de codifica-
cdo de uma ABM quimérica (por exemplo, humanizada) tendo subs-
tancialmente a mesma especificidade de ligacao do anticorpo ICR62
de rato e a sequéncia de codificagao do polipeptideo tendo atividade
de GnTIIl pode ser detectada por hibridizacdo de DNA-DNA ou DNA-
RNA usando sondas compreendendo sequéncias de nucleotideo que
sdo homodlogas as sequéncias de codificagao respectivas, respectiva-
mente, ou por¢des ou derivados destes.

[0161] No segundo método, o sistema de vetor de expres-

sao/hospedeiro recombinante pode ser identificado e selecionado com
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base na presencga ou auséncia de certas fungcdes de gene "marcador"
(por exemplo, atividade de timidina cinase, resisténcia a antibidticos,
resisténcia a metotrexato, fendtipo de transformacgao, formacido de
corpo de oclusdo em baculovirus, etc.). Por exemplo, se a sequéncia
de codificagdo da ABM da invengdo, ou um fragmento desta, e a se-
quéncia de codificacdo do polipeptideo tendo atividade de GnTlIll fo-
rem inseridas dentro de uma sequéncia genética marcadora do vetor,
recombinantes contendo as sequéncias de codificagao respectivas po-
dem ser identificados pela auséncia da fungdo de gene marcador. Al-
ternativamente, um gene marcador pode ser colocado juntamente com
as sequéncias de codificacdo sob o controle do mesmo promotor ou
diferente usado para controlar a expressdo das sequéncias de codifi-
cacdo. A expressao do marcador em resposta a indugdo ou selecao
indica a expressao da sequéncia de codificacdo da ABM da invencgao e
da sequéncia de codificagado do polipeptideo tendo atividade de GnTIIlI.
[0162] No terceiro método, a atividade transcricional para a regiao
de codificagcdo da ABM da invencdo, ou um fragmento desta, e a se-
quéncia de codificacdo do polipeptideo tendo atividade de GnTlll pode
ser avaliada por ensaios de hibridizacao. Por exemplo, o RNA pode
ser isolado e analisado por Northern blot usando uma sonda homdloga
as sequéncias de codificacdao da ABM da invengéo, ou um fragmento
desta, e as sequéncia de codificagao do polipeptideo tendo atividade
de GnTIIl ou por¢des particulares desta. Alternativamente, acidos nu-
cléicos totais da célula hospedeira podem ser extraidos e avaliados
quanto a hibridizag¢ao a tais sondas.

[0163] No quarto meétodo, a expressédo dos produtos de proteina
pode ser avaliada imunologicamente, por exemplo por Western
blots, imunoensaios tais como radioimuno-precipitagdo, imunoensai-
os ligados a enzima e similares. O teste elementar do sucesso do

sistema de expresséao, entretanto, envolve a detec¢cdo dos produtos
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genéticos biologicamente ativos.

Geracao e Uso de ABMs tendo Funcdo Efetora Aumentada Incluindo

Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpo

[0164] Em modalidades preferidas, a presente invencao fornece
glicoformas de ABMs quiméricas (por exemplo, humanizadas) tendo
substancialmente a mesma especificidade de ligagdo do anticorpo
ICR62 de rato e tendo fungdo efetora aumentada incluindo citotoxici-
dade celular dependente de anticorpo. A engenharia de glicosilagao de
anticorpos foi previamente descrita. Ver por exemplo, Patente U.S. N2
6.602.684, incorporada aqui por referéncia em sua totalidade.

[0165] Experiéncias clinicas de anticorpos monoclonais ndo conju-
gados (mAbs) para o tratamento de alguns tipos de céncer recente-
mente tém produzido resultados encorajadores. Dillman, Cancer Bio-
ther. & Radiopharm. 12:223-25 (1997); Deo et al., Immunology Today
18:127 (1997). Uma IgG1 quimérica, ndo conjugada foi aprovada
quanto ao grau baixo ou linfoma que ndo de Hodgkin célula B folicular.
Dillman, Cancer Biother. & Radiopharm. 12:223-25 (1997), enquanto
um outro mAb n&o conjugado, uma IgG1 humanizada que alveja tumo-
res de mama soélidos, também apresentaram resultados promissores
em experiéncias clinicas de fase Ill. Deo et al., Immunology Today
18:127 (1997). Os antigenos destes dois mAbs sédo altamente expres-
sados em suas células tumorosas respectivas e os anticorpos medei-
am destruicao potente do tumor por células efetoras in vitro e in vivo.
Ao contrario, muitos outros mAbs ndo conjugados com especificidades
de tumor claras ndo podem provocar fungdes efetoras de poténcia su-
ficiente a serem clinicamente uteis. Frost et al., Cancer 80:317-33
(1997); Surfus et al., J. Immunother. 19:184-91 (1996). Para alguns
destes mAbs mais fracos, a terapia com citocina adjunta esta corren-
temente sendo testada. A adi¢cdo de citocinas pode estimular a citoto-

xicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) aumentando-se a
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atividade e numero de linfécitos circulantes. Frost et al., Cancer
80:317-33 (1997); Surfus et al., J. Immunother. 19:184-91 (1996).
ADCC, um ataque litico sobre células alvejadas em anticorpo, é provo-
cado na ligacéo de receptores de leucdcito a regido constante (Fc) de
anticorpos. Deo et al., Immunology Today 18:127 (1997).

[0166] Um meétodo diferente, mas complementar, para aumentar a
atividade de ADCC de IgG1s ndo conjugadas é engendrar a regido Fc
do anticorpo. Estudos de engenharia da proteina mostraram que
FcyRs interage com a regido da dobradiga mais baixa do dominio CH2
de IgG. Lund et al., J. Immunol. 157:4963-69 (1996). Entretanto, a li-
gacgao de FcyR também requer a presenca de oligossacarideos cova-
lentemente ligados no Asn 297 conservado na regido CH2. Lund et al.,
J. Immunol. 157:4963-69 (1996); Wright e Morrison, Trends Biotech.
15:26-31 (1997), sugerindo que tanto o oligossacarideo quanto o poli-
peptideo contribuem diretamente para o sitio de interagdo ou que o
oligossacarideo € necessario para manter uma conformacgédo de poli-
peptideo CH2 ativa. A modificagdo da estrutura de oligossacarideo
portanto pode ser explorada como um meio para aumentar a afinidade
da interacgao.

[0167] Uma molécula de IgG porta dois oligossacarideos N-ligados
em sua regido Fc, um em cada cadeia pesada. Como qualquer glico-
proteina, um anticorpo é produzido como uma populacédo de glicofor-
mas que compartilham a mesma cadeia de polipeptideo principal mas
tém oligossacarideos diferentes ligados aos sitios de glicosilagdo. Os
oligossacarideos normalmente encontrados na regido Fc de IgG sérica
séo do tipo biantenal complexo (Wormald et al., Biochemistry 36:130-
38 (1997), com um nivel baixo de acido sidlico terminal e N-
acetilglicosamina (GIcNAc) de bifurcagao, e um grau variavel de galac-
tosilacdo terminal e fucosilagao nuclear. Alguns estudos sugerem que

a estrutura de carboidrato minima necessaria para a ligagado de FcyR
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encontra-se dentro do nucleo de oligossacarideo. Lund et al., J. Immu-
nol. 157:4963-69 (1996).

[0168] As linhagens de célula derivadas de camundongo ou hams-
ter usadas na industria e academia para a produgao de mAbs terapéu-
ticos ndo conjugados normalmente ligam os determinantes de oligos-
sacarideo necessarios aos sitios de Fc. As IgGs expressadas nestas
linhagens de célula carecem, entretanto, do GIcNAc bifurcado encon-
trado em quantidades baixas em IgGs séricas. Lifely et al., Glycobio-
logy 318:813-22 (1995). Ao contrario, foi recentemente observado que
uma IgG1 humanizada, produzida por mieloma de rato (CAMPATH-
1H) portou um GIcNAc bifurcado em algumas de suas glicoformas. Li-
fely et al., Glycobiology 318:813-22 (1995). O anticorpo derivado por
célula de rato atingiu uma atividade de ADCC in vitro maxima similar
como anticorpos de CAMPATH-1H produzidos em linhagens de célula
padrdo, mas em concentragbes de anticorpo significantemente mais
baixas.

[0169] O antigeno de CAMPATH normalmente esta presente em
niveis altos em células de linfoma, e este mAb quimérico tem atividade
de ADCC alta na auséncia de um GIcNAc bifurcado. Lifely et al.,
Glycobiology 318:813-22 (1995). No caminho de glicosilagao N-ligado,
um GIcNAc bifurcado é adicionado por GnTIll. Schachter, Biochem.
Cell Biol. 64:163-81 (1986).

[0170] Estudos prévios usaram uma unica linhagem de célula
CHO que produz anticorpo, que foi previamente engendrada para ex-
pressar, em uma forma externamente regulada, niveis diferentes de
uma enzima do gene GnTlll clonado (Umafa, P., et al., Nature Bio-
technol. 17:176-180 (1999)). Este método estabeleceu pela primeira
vez uma correlagao rigorosa entre a expressao de GnTlIl e a atividade
de ADCC do anticorpo modificado. Assim, a invencao considera um

anticorpo quimérico, recombinante ou um fragmento deste com a es-
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pecificidade de ligacdo do anticorpo ICR62 de rato, tendo glicosilacéo
alterada que resulta de atividade de GnTIll aumentada. A atividade de
GnTIlll aumentada resulta em um aumento na porcentagem de oligos-
sacarideos bifurcados, assim como uma diminuigdo na porcentagem
de residuos de fucose, na regido Fc da ABM. Este anticorpo, ou frag-
mento deste, tem afinidade de ligagdo do receptor de Fc aumentada e
funcdo efetora aumentada. Além disso, a invencdo é direcionada ao
fragmento de anticorpo e proteinas de fusdo compreendendo uma re-
gido que é equivalente a regido Fc de imunoglobulinas. Em uma mo-
dalidade preferida, o anticorpo € humanizado.

Aplicagdes Terapéuticas de ABMs Produzidas de Acordo com os Mé-
todos da Invencgéo.

[0171] No sentido mais amplo, as ABMs da presente invengao po-
dem ser células alvo usadas in vivo ou in vitro que expressam EGFR.
As células que expressam EGFR podem ser alvejadas para propdsitos
de diagnostico ou terapéuticos. Em um aspecto, as ABMs da presente
invencao podem ser usadas para detectar a presenca de EGFR em
uma amostra. Em um outro aspecto, as ABMs da presente invencéao
podem ser usadas para inibir ou reduzir a transducao de sinal mediada
por EGFR em células que expressam EGFR na superficie. EGFR é
anormalmente expressado (por exemplo, superexpressado) em muitos
tumores humanos comparados ao tecido que nao de tumor do mesmo
tipo celular. Assim, as ABMs da invengao sao particularmente uteis na
prevencao de formacado de tumor, erradicacdo de tumores e inibigao
do crescimento de tumor. Bloqueando-se a ligagcdo de ligandos de
EGFR a EGFR, as ABMs da invencéao inibem a ativacado de célula tu-
morosa dependente de EGF, incluindo fosforilagdo de tirosina de
EGFR, taxa de acidificagao extracelular aumentada, e proliferacdo de
célula. As ABMs da invengcao também agem para parar o ciclo celular,

causam apoptose das células alvo (por exemplo, células tumorosas), e
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inibem a angiogénese e/ou diferenciacédo de células alvo. As ABMs da
invencao podem ser usadas para tratar qualquer tumor que expressa
EGFR. Malignidades particulares que podem ser tratadas com as
ABMs da invencgao incluem, mas sao nao limitadas a, carcinomas de
célula epidérmica e escamosa, carcinomas pulmonares de célula ndo
pequena, gliomas, cancer pancreatico, cancer ovariano, cancer da
prostata, cancer de mama, cancer de bexiga, cancer da cabecga e pes-
coco, e carcinomas de célula renal.

[0172] As ABMs do presente podem ser usadas sozinhas para al-
vejar e matar células tumorosas in vivo. As ABMs também podem ser
usadas em combinagdo com um agente terapéutico apropriado para
tratar o carcinoma humano. Por exemplo, as ABMs podem ser usadas
em combinacdo com métodos de tratamento padrao ou convencionais
tais como quimioterapia, terapia por radiagdo ou podem ser conjuga-
das ou ligadas a um farmaco terapéutico, ou toxina, assim como a
uma linfocina ou um fator de crescimento inibitério de tumor, para a
liberagdo do agente terapéutico ao sitio do carcinoma. Os conjugados
das ABMs desta invengao que sao de capital importancia sao (1) imu-
notoxinas (conjugados da ABM e uma porgao citotdxica) e (2) ABMs
rotuladas (por exemplo radiorrotulada, rotulada com enzima, ou rotula-
da com fluorocromo) em que o rétulo fornece um meio para identificar
complexos imunes que incluem a ABM rotulada. As ABMs também
podem ser usadas para induzir a lise através do processo de comple-
mento natural, e para interagir com células citotoxicas dependentes de
anticorpo normalmente presentes.

[0173] A porgao citotdéxica da imunotoxina pode ser um farmaco
citotoxico ou uma toxina enzimaticamente ativa de origem bacteriana
ou vegetal, ou um fragmento enzimaticamente ativo ("cadeia A") de
uma tal toxina. As toxinas enzimaticamente ativas e fragmentos destas

usados sao fragmentos ativos que nao ligam-se a cadeia A de difteria
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da toxina da difteria, cadeia A de exotoxina (de Pseudomonas aerugi-
nosa), cadeia A de ricina, cadeia A de abrina, cadeia A de modecina,
alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina protei-
nas, proteinas de Phytolacca americana (PAPI, PAPII, e PAP-S), inibi-
dor de Momordica charantia, curcina, crotina, inibidor de Sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, e enomicina.
Em uma outra modalidade, as ABMs s&o conjugadas a farmacos anti-
cancer de molécula pequena. Os conjugados da ABM e tais porcdes
citotdxicas séo fabricados usando uma variedade de agentes de liga-
¢ao de proteina bifuncionais. Os exemplos de tais reagentes sao
SPDP, IT, derivados bifuncionais de imidoésteres um tal HCI de adipi-
midato de dimetila, ésteres ativos tais como suberato de dissuccinimi-
dila, aldeidos tais como glutaraldeido, compostos de bis-azido tais co-
mo bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina, derivados de bis-diazdnio tais
como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenediamina, diisocianatos tais como
2,6-diisocianato de tolileno, e compostos de fluor bis-ativo tais como
1,5-difluor-2,4-dinitrobenzeno. A porcao de lise de uma toxina pode ser
unida ao fragmento Fab das ABMs. Toxinas apropriadas adicionais
sao conhecidas na técnica, como evidenciado por exemplo, no Pedido
de Patente U.S. publicado N2 2002/0128448, incorporado aqui por re-
feréncia em sua totalidade.

[0174] Em uma modalidade, uma ABM quimérica (por exemplo,
humanizada), glicoengendrada tendo substancialmente a mesma es-
pecificidade de ligacdo do anticorpo ICR62 de rato, é conjugada a ca-
deia A de ricina. O mais vantajosamente, a cadeia A de ricina € desgli-
cosilada e produzida através de meios recombinantes. Um método
vantajoso de fabricar a imunotoxina ricina é descrito em Vitetta et al.,
Science 238, 1098 (1987), por meio desta incorporado por referéncia.
[0175] Quando usados para matar células cancerosas humanas in

vitro para propositos de diagndstico, os conjugados tipicamente serao

Peticaio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 97/197



93/185

adicionados ao meio de cultura celular em uma concentracao de pelo
menos cerca de 10 nM. A formulacdo e modo de administracdo para o
uso in vitro sdo nao criticos. Formulagdes aquosas que sao compati-
veis com o meio de cultura ou perfusdo normalmente serdo usadas. A
citotoxicidade pode ser lida por técnicas convencionais para determi-
nar a presenga ou grau do cancer.

[0176] Como debatido acima, um radiofarmacéutico citotoxico para
tratar cancer pode ser fabricado conjugando-se um is6topo radioativo
(por exemplo, |, Y, Pr) a uma ABM quimérica, glicoengendrada tendo
substancialmente a mesma especificidade de ligagcdo do anticorpo
ICR62 de rato. O termo "porcéao citotdxica" como aqui usado € intenci-
onado a incluir tais isétopos.

[0177] Em uma outra modalidade, os lipossomos sao enchidos
com um farmaco citotoxico e os lipossomos sio revestidos com as
ABMs da presente invencdo. Porque existem muitas moléculas de
EGFR na superficie da célula maligna que expressa EGFR, este mé-
todo permite a liberagdo de quantidades grandes de farmaco ao tipo
celular correto.

[0178] As técnicas para conjugar tais agentes terapéuticos aos an-
ticorpos sdao bem-conhecidas (ver, por exemplo, Arnon et al., "Mono-
clonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy",
em Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.),
paginas 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies
For Drug Delivery", em Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et
al. (eds.), paginas 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Anti-
body Carriers Of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review", em
Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, Pinche-
ra et al. (eds.), paginas 475-506 (1985); e Thorpe et al., "The Prepara-
tion and Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol.
Rev., 62:119-58 (1982)).
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[0179] Ainda outras aplicacbes terapéuticas para as ABMs da in-
vencgao incluem conjugacéo ou ligagéo, por exemplo, por técnicas de
DNA recombinante, a uma enzima capaz de converter um pré-farmaco
em um farmaco citotéxico e o uso deste conjugado de anticorpo-
enzima em combinacdo com o pro-farmaco para converter o pro-
farmaco a um agente citotoxico no sitio do tumor (ver, por exemplo,
Senter et al., "Anti-Tumor Effects of Antibody-alkaline Phosphatase",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4842-46 (1988); "Enhancement of the in
vitro and in vivo Antitumor Activites of Phosphorylated Mitocycin C and
Etoposide Derivatives by Monoclonal Antibody-Alkaline Phosphatase
Conjugates", Cancer Research 49:5789-5792 (1989); e Senter, "Acti-
vation of Prodrugs by Antibody-Enzima Conjugates: A New Method to
Cancer Therapy," FASEB J. 4:188-193 (1990)).

[0180] Ainda um outro uso terapéutico para as ABMs da invencao
envolve o uso, nao conjugado, na presenga de complemento, ou como
parte de um conjugado de anticorpo-farmaco ou anticorpo-toxina, para
remover as celulas tumorosas da medula 6ssea de pacientes com
cancer. De acordo com este método, a medula 6ssea autdloga pode
ser purgada ex vivo por tratamento com o anticorpo e a medula infun-
dida de volta no paciente [ver, por exemplo, Ramsay et al., "Bone Mar-
row Purging Using Monoclonal Antibodies", J. Clin. Immunol., 8(2):81-
88 (1988)].

[0181] Além disso, é considerado que a invengcdo compreenda
uma imunotoxina de cadeia unica compreendendo dominios de ligagao
de antigeno que permitem substancialmente a mesma especificidade
de ligagdo como o anticorpo ICR62 de rato (por exemplo, polipepti-
deos compreendendo as CDRs do anticorpo ICR62 de rato) e compre-
endendo ainda um polipeptideo de toxina. As imunotoxinas de cadeia
unica da invengao podem ser usadas para tratar carcinoma humano in

Vivo.
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[0182] Similarmente, uma proteina de fusdo compreendendo pelo
menos a regido de ligagado de antigeno de uma ABM da invengéo uni-
da a pelo menos uma porgédo funcionalmente ativa de uma segunda
proteina tendo atividade antitumor, por exemplo, um linfocina ou on-
costatina, pode ser usada para tratar carcinoma humano in vivo.

[0183] A presente invencao fornece um método para matar seleti-
vamente células tumorosas que expressam EGFR. Este método com-
preende reagir o imunoconjugado (por exemplo, a imunotoxina) da in-
vencao com as ditas células tumorosas. Estas células tumorosas po-
dem ser de um carcinoma humano.

[0184] Adicionalmente, esta invengao fornece um método de tratar
carcinomas (por exemplo, carcinomas humanos) in vivo. Este método
compreende administrar a um paciente uma quantidade farmaceuti-
camente eficaz de uma composicdo contendo pelo menos um dos
imunoconjugados (por exemplo, a imunotoxina) da invengéo.

[0185] Em um outro aspecto, a invencéo é direcionada a um mé-
todo melhorado para tratar disturbios de proliferacado de célula em que
EGFR é expressado, particularmente em que EGFR ¢é, anormalmente
expressado (por exemplo superexpressado), incluindo canceres da
bexiga, cérebro, cabeca e pescogo, pancreas, pulmao, mama, ovario,
colon, préstata, pele, e rim, compreendendo administrar uma quanti-
dade terapeuticamente eficaz de uma ABM da presente invengao a um
paciente humano em necessidade deste. Em uma modalidade preferi-
da, a ABM é um anticorpo anti-EGFR glicoengendrado com uma espe-
cificidade de ligacédo substancialmente a mesma como aquela do anti-
corpo ICR62 de rato. Em uma outra modalidade preferida o anticorpo &
humanizado. Os exemplos de disturbios de proliferacdo de célula que
podem ser tratados por uma ABM da presente invencao incluem, mas
nao sao limitados a neoplasmas localizados no: abdémen, osso, ma-

ma, sistema digestivo, figado, pancreas, peritonio, glandulas enddcri-
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nas (adrenal, paratiredide, glandula pituitaria, testiculos, ovario, timo,
tiredide), olho, cabega e pescogo, sistema nervoso (central e periféri-
co), sistema linfatico, pélvico, pele, tecido mole, bago, regido toracica,
e sistema urogenital.

[0186] Similarmente, outros disturbios de proliferagdo de célula
também podem ser tratados pelas ABMs da presente invencdo. Os
exemplos de tais disturbios de proliferacdo de célula incluem, mas néo
sdo limitados a: hipergamaglobulinemia, disturbios linfoproliferativos,
paraproteinemias, purpura, sarcoidose, Sindrome de Sezary, Macro-
globulinemia de Waldenstron, Doenga de Gaucher, histiocitose, e
qualquer outra doenca de proliferacido de célula, além de neoplasia,
localizada em um sistema de érgéo listado acima.

[0187] De acordo com a pratica desta invengao, o paciente pode
ser um ser humano, pacientes equinos, porcinos, bovinos, murinos,
caninos, felinos, e aviarios. Outros animais de sangue quente também
sao incluidos nesta invencao.

[0188] A invengao objeto fornece ainda métodos para inibir o cres-
cimento de células tumorosas humanas, tratando um tumor em um pa-
ciente, e tratando uma doenca tipo proliferativa em um paciente. Estes
métodos compreendem administrar ao paciente uma quantidade eficaz
da composic¢ao da invencao.

[0189] A invengao € direcionada ainda aos métodos para tratar
doencgas ou disturbios ndo malignos em um mamifero caracterizado
por ativagao ou producédo anormais de EGFR ou um ou mais ligandos
de EGFR, compreendendo administrar ao mamifero uma quantidade
terapeuticamente eficaz das ABMs da invencéo. O paciente geralmen-
te tera células que expressam EGFR, por exemplo no tecido doente
deste, tal que as ABMs da invengao séao capazes para ligar-se as célu-
las dentro do paciente.

[0190] A ativagao ou expressao anormais de EGFR ou um ligando
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de EGFR podem estar ocorrendo nas células do paciente, por exemplo
no tecido doente do paciente. A ativacdo anormal de EGFR pode ser
atribuivel a amplificacdo, superexpressdo ou producdo aberrante do
EGFR e/ou ligando de EGFR. Em uma modalidade da invengédo, um
ensaio de diagnostico ou progndstico sera realizado para determinar
se a producgdo ou ativagdo anormais de EGFR (ou ligando de EGFR)
esta ocorrendo no paciente. Por exemplo, a amplificagdo de gene e/ou
superexpressao de EGFR e/ou ligando podem ser determinadas. Va-
rios ensaios para determinar tal amplificacdo/superexpressao estéo
disponiveis na técnica e incluem os ensaios IHC, FISH e ensaios de
antigeno livre descritos acima. Alternativa, ou adicionalmente, niveis
de um ligando de EGFR, tal como TGF-a em ou associado com a
amostra pode ser determinado de acordo com procedimentos conhe-
cidos. Tais ensaios podem detectar a proteina e/ou acido nucléico que
o codifica na amostra a ser testada. Em uma modalidade, os niveis de
ligando de EGFR em uma amostra podem ser determinados usando
imunoistoquimica (IHC); ver, por exemplo, Scher et al. Clin. Cancer
Research 1:545-550 (1995). Alternativa, ou adicionalmente, uma pes-
soa pode avaliar niveis de acido nucléico que codifica EGFR na amos-
tra a ser testada; por exemplo por intermédio de técnicas de FISH,
southern blotting, ou PCR.

[0191] Além disso, a superexpressao ou amplificacdo de EGFR ou
ligando de EGFR podem ser avaliadas usando um ensaio de diagnos-
tico in vivo, por exemplo administrando-se uma molécula (tal como um
anticorpo) que liga-se a molécula a ser detectada e é rotulada com um
rétulo detectavel (por exemplo um isétopo radioativo) e mapeando ex-
ternamente o paciente para a localizagao do rétulo.

[0192] Alternativamente, uma pessoa pode detectar heterodimeros
de EGFR, especialmente heterodimeros de EGFR-ErbB2, EGFR-

ErbB3 ou EGFR-ErbB4, no paciente, por exemplo no tecido doente
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deste, antes da terapia. Varios métodos para detectar interagdes pro-
teina-proteina ndo covalentes ou de outro modo indicar a proximidade
entre as proteinas de interesse estdo disponiveis. Métodos exempla-
res para detectar os heterodimeros de EGFR incluem, sem limitacao,
métodos com base em imunoafinidade, tais como imunoprecipitacéo;
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET) (Sel-
vin, Nat. Struct. Biol. 7:730-34 (2000); Gadella & Jovin, J. Cell Biol.
129:1543-58 (1995); e Nagy et al., Cytometry 32:120-131 (1998)); co-
localizagdo de EGFR com ErbB2 ou ErbB3 usando técnicas de imuno-
fluorescéncia direta ou indireta padrao e microscopia de varredura a
laser confocal; imageamento de varredura a laser (LSI) para detectar a
ligacdo do anticorpo e co-localizagdo de EGFR com ErbB2 ou ErbB3
em uma formato de rendimento alto, tal como uma placa de microcavi-
dades (Zuck et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:11122-11127 (1999));
ou sistema de ensaio eTag/m (Aclara Bio Sciences, Mountain View,
Calif.; e Pedido de Patente U.S. 2001/0049105, publicado em 6 de
Dez. de 2001).

[0193] Portanto, é evidente que a presente invengao abranja com-
posicdes farmacéuticas, combinagcbes e métodos para tratar maligni-
dades humanas tais como canceres da bexiga, cérebro, cabeca e pes-
coco, pancreas, pulmao, mama, ovario, colon, prostata, pele, e rim.
Por exemplo, a invencgao inclui composi¢cdes farmacéuticas para o uso
no tratamento de malignidades humanas compreendendo uma quanti-
dade farmaceuticamente eficaz de um anticorpo da presente invengao
e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0194] As composic¢des de ABM da invengcao podem ser adminis-
tradas usando modos convencionais de administracdo incluindo,
mas nao limitados a, administragao intravenosa, intraperitoneal, oral,
intralinfatica ou diretamente no tumor. A administragao intravenosa é

preferida.
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[0195] Em um aspecto da invencgao, formulagdes terapéuticas con-
tendo as ABMs da invencdo sédo preparadas para o armazenamento
misturando-se um anticorpo tendo o grau desejado de pureza com ve-
iculos, excipientes ou estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis
opcionais (REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 162 edi-
¢ao, Osol, A. Ed. (1980)), na forma de formulagdes liofilizadas ou solu-
cdes aquosas. Veiculos, excipientes, ou estabilizadores aceitaveis sao
nao toxicos aos receptores nas dosagens e concentragdes utilizadas,
e incluem tampdes tais como fosfato, citrato, e outros acidos organi-
cos; antioxidantes incluindo acido ascoérbico e metionina; preservantes
(tais como cloreto de octadecildimetilbenzil amdnio; cloreto de hexa-
metdnio; cloreto de benzalcbnio, cloreto de benzetdbnio; fenol, alcool
butilico ou benzilico; alquil parabenos tais como metil ou propil para-
beno; catecol; resorcinol; cicloexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipep-
tideos de peso molecular baixo (menos do que cerca de 10 residuos);
proteinas, tais como albumina sérica, gelatina, ou imunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos tais
como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina; mo-
nossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos incluindo glicose,
manose, ou dextrinas; agentes quelantes tais como EDTA; agucares
tais como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contra-ions de for-
macao de sal tais como sodio; complexos de metal (por exemplo,
complexos de Zn-proteina); e/ou tensoativos nao ibnicos tais como
TWEEN®, PLURONICS® ou polietileno glicol (PEG).

[0196] As ABMs da presente invencao podem ser administradas a
um paciente para tratar uma doenca ou disturbio caracterizados por
EGFR anormal ou atividade de ligando de EGFR, tal como um tumor,
sozinho ou em terapia de combinagdo com, por exemplo, um agente
quimioterapéutico e/ou terapia por radiagdo. As formulagbes de anti-

corpo anti-EGFR exemplares sédo descritas em Herbst e Shen, Cancer
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94(5):1593-1611. Os agentes quimioterapéuticos adequados incluem
cisplatina, doxorrubicina, topotecano, paclitaxel, vimblastina, carbopla-
tina, e etoposideo.

[0197] As formulacdes liofilizadas adaptadas para a administracao
subcutanea sdo descritas na WO097/04801. Tais formulagdes liofiliza-
das podem ser reconstituidas com um diluente adequado a uma con-
centracao de proteina elevada e a formulacao reconstituida pode ser
administrada subcutaneamente ao mamifero a ser tratado aqui.

[0198] A formulacdo aqui também pode conter mais do que um
composto ativo conforme necessario para a indicacao particular que é
tratada, preferivelmente aquelas com atividades complementares que
nao afetam adversamente uma a outra. Por exemplo, pode ser deseja-
vel fornecer ainda um agente citotoxico, agente quimioterapéutico, ci-
tocina ou agente imunossupressor (por exemplo um que age em célu-
las T, tal como ciclosporina ou um anticorpo que liga-se as células T,
por exemplo, um que liga-se a LFA-1). A quantidade eficaz de tais ou-
tros agentes depende da quantidade de antagonista presente na for-
mulacéo, do tipo de doenga ou disturbio ou tratamento, e outros fato-
res debatidos acima. Estes sdo geralmente usados nas mesmas do-
sagens e com vias de administragdo como usado mais acima ou cerca
de 1 a 99 % das dosagens utilizadas até agora.

[0199] Os ingredientes ativos também podem ser capturados em
microcapsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de coacervagao
ou por polimerizacao interfacial, por exemplo, hidroximetilcelulose ou
microcapsulas de gelatina e microcapsulas de poli-(metiimetacilato),
respectivamente, em sistemas de liberagdo de farmaco coloidal (por
exemplo, lipossomos, microesferas de albumina, microemulsdes, na-
no-particulas e nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Tais técnicas
sdo descritas em Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicao,
Osol, A. Ed. (1980).
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[0200] Preparacdes de liberacdo prolongada podem ser prepara-
das. Os exemplos adequados de preparagdes de liberagdo prolongada
incluem matrizes semipermeaveis de polimeros hidrofobicos solidos
contendo o antagonista, matrizes estas que estdo na forma de artigos
formados, por exemplo, peliculas, ou microcapsulas. Os exemplos de
matrizes de liberagdo prolongada incluem poliésteres, hidrogéis (por
exemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou poli(vinilalcool)), polilactidas
(Pat. U.S. N2 3.773.919), copolimeros de acido L-glutdmico e yetil-L-
glutamato, etileno-acetato de vinila ndo degradavel, copolimeros de
acido lactico-acido glicdlico degradaveis tais como o LUPRON DE-
POTTM (microesferas injetaveis compostas de copolimero de acido
lactico-acido glicdlico e acetato de leuprolida), e acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico.

[0201] As formulagdes a serem usadas para a administragao in
vivo devem ser estéreis. Isto é facilmente realizado por filtracdo atra-
vés de membranas de filtracado estéreis.

[0202] As composicdes da invencido podem estar em uma varie-
dade de formas de dosagem que incluem, mas néo sao limitadas a,
solucdes liquidas ou suspensao, comprimidos, pilulas, pds, suposito-
rios, microcapsulas ou microbolhas poliméricas, lipossomos, e solu-
¢oes injetaveis ou infusiveis. A forma preferida depende do modo de
administracao e da aplicagao terapéutica.

[0203] As composicées da invencdo também incluem preferivel-
mente veiculos e adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis convencio-
nais conhecidos na técnica tais como albumina sérica humana, troca-
dores de ion, alumina, lecitina, substancias tampéao tais como fosfatos,
glicina, acido sorbico, sorbato de potassio, e sais ou eletrdlitos tais
como sulfato de protamina.

[0204] O modo mais eficaz de administragao e regime de dosagem

para as composi¢cdes farmacéuticas desta invengao depende da seve-
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ridade e curso da doenca, da saude do paciente e resposta ao trata-
mento e do julgamento do médico. Consequentemente, as dosagens
das composi¢des devem ser tituladas para o paciente individual. Nao
obstante, uma dose eficaz das composi¢cdes desta invengdo geralmen-
te estara na faixa de cerca de 0,01 a cerca de 2000 mg/kg. Em uma
modalidade, a dose eficaz esta na faixa de cerca de 1,0 mg/kg a cerca
de 15,0 mg/kg. Em uma modalidade mais especifica, a dose esta na
faixa de cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 12 mg/kg. Em outras modali-
dades, a dose esta na faixa de cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 4,5
mg/kg, ou de cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 12 mg/kg. A dose da pre-
sente invencdo também pode ser qualquer dose dentro destas faixas,
incluindo, mas nao limitadas a, 1,0 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,5
mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,5 mg/kg, 4,0 mg/kg, 4,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 5,5
mg/kg, 6,0 mg/kg, 6,5 mg/kg, 7,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 8,0 mg/kg, 8,5
mg/kg, 9,0 mg/kg, 9,5 mg/kg, 10,0 mg/kg, 10,5 mg/kg, 11,0 mg/kg,
11,5 mg/kg, 12,0 mg/kg, 12,5 mg/kg, 13,0 mg/kg, 13,5 mg/kg, 14,0
mg/kg, 14,5 mg/kg, ou 15,0 mg/kg.

[0205] As moléculas descritas aqui podem estar em uma varieda-
de de formas de dosagem que incluem, mas nao séo limitadas a, solu-
¢des liquidas ou suspensdes, comprimidos, pilulas, pos, supositorios,
microcapsulas ou microbolhas poliméricas, lipossomos, e solugdes in-
jetaveis ou infusiveis. A forma preferida depende do modo de adminis-
tragao e da aplicacao terapéutica.

[0206] As dosagens da presente invencédo, em alguns casos, pode
ser determinada pelo uso de biomarcadores prognosticaveis. Biomar-
cadores de prognostico sdo marcadores moleculares que sao usados
para determinar (isto &, observar e/ou quantificar) um padréo de ex-
pressao e/ou ativagdo de genes ou proteinas relacionados ao tumor,
ou componentes celulares de uma via de sinalizagao relacionada ao

tumor. Esclarecendo os efeitos bioldgicos de terapias alvejadas no te-
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cido tumoroso e correlacionando estes efeitos com a resposta clinica
ajuda a identificar as vias de crescimento e sobrevivéncia predominan-
tes operantes em tumores, estabelecendo deste modo um perfil de
respondedores provaveis e fornecendo reciprocamente uma logica pa-
ra designar estratégias para resisténcia de superagao. Por exemplo,
biomarcadores para a terapia anti-EGFR podem compreender molécu-
las que estdo na via de sinalizagéo a jusante de EGFR que leva a um
disturbio de proliferacdo de célula incluindo, mas nao limitado a, Akt,
RAS, RAF, MAPK, ERK1, ERK2, PKC, STAT3, STAT5 (Mitchell, Natu-
re Biotech. 22: 363-364 (2004); Becker, Nature Biotech 22:15-18
(2004); Tsao e Herbst, Signal 4:4-9 (2003)). Os biomarcadores para
terapia anti-EGFR também podem compreender receptores do fator de
crescimento tais como EGFR, ErbB-2 (HER2/neu), e ErbB-3 (HER3), e
podem ser prognosticadores positivos ou negativos da resposta do pa-
ciente a terapia anti-EGFR. Por exemplo, o receptor do fator de cres-
cimento ErbB-3 (HER3) foi determinado ser um biomarcador prognos-
ticavel negativo para o anticorpo anti-EGFR ABX-EGF (Pub. do Ped.
de Pat. U.S. N2 2004/0132097 A1).

[0207] Os biomarcadores de prognéstico podem ser medidos por
ensaios celulares que sao bem-conhecidos na técnica incluindo, mas
nao limitados a ensaios de imunoistoquimica, citometria de fluxo, imu-
nofluorescéncia, captura-e-detecg¢ao, e ensaios de fase reversa, e/ou
ensaios apresentados na Pub. do Ped. de Pat. U.S. N2 2004/0132097
A1, os conteudos inteiros das quais s&o aqui incorporados por referén-
cia. Os biomarcadores de prognéstico da terapia anti-EGFR, por si so,
podem ser identificados de acordo com as técnicas apresentadas na
Pub. do Ped. de Pat. U.S. N2 2003/0190689A1, os conteludos inteiros
da qual sao por meio desta incorporados por referéncia.

[0208] Em um aspecto, a presente invencao leva em consideragao

um meétodo para tratar um disturbio relacionado a EGFR compreen-
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dendo prognosticar uma resposta a terapia anti-EGFR em um paciente
humano em necessidade de tratamento avaliando-se uma amostra do
paciente humano antes da terapia com um ou uma pluralidade de rea-
gentes que detectam a expressdo e/ou ativacdo de biomarcadores
prognosticaveis para um disturbio relacionado a EGFR tal como can-
cer; determinar um padrao de expresséo e/ou ativacdo de um ou mais
dos biomarcadores prognosticaveis, em que o padrdo prognostica a
resposta do paciente humano a terapia anti-EGFR; e administrar a um
paciente humano que € prognosticado a responder positivamente ao
tratamento com anti-EGFR uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma composicdo compreendendo uma ABM da presente invencao.
Como aqui usado, um paciente humano que é prognosticado a res-
ponder positivamente ao tratamento com anti-EGFR é um para quem o
anti-EGFR tera um efeito mensuravel no disturbio relacionado a EGFR
(por exemplo, regressao/encolhimento do tumor) e para quem os be-
neficios da terapia anti-EGFR n&o sao superados por efeitos adversos
(por exemplo, toxicidade). Como aqui usado, uma amostra significa
qualquer amostra bioldgica de um organismo, particularmente um ser
humano, compreendendo uma ou mais células, incluindo células uni-
cas de qualquer origem, amostras de tecido ou biépsia que foram re-
movidas de o6rgaos tais como mama, pulmao, trato gastrointestinal,
pele, cérvix, ovario, préstata, rim, cérebro, cabeca e pescoco, ou qual-
quer outro 6rgéo ou tecido do corpo, e outras amostras corporais inclu-
indo, mas nao limitadas a, esfregacos, saliva, secregdes, fluido cere-
broespinhal, bile, sangue, fluido linfatico, urina e fezes.

[0209] A composicdo compreendendo uma ABM da presente in-
vencao sera formulada, dosada, e administrada em uma forma compa-
tivel com boa pratica médica. Os fatores para a consideragcdo neste
contexto incluem a doenga ou disturbio particulares sendo tratados, o

mamifero particular que é tratada, a condi¢do clinica do paciente indi-
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vidual, a causa da doenca ou disturbio, o sitio de liberagcdo do agente,
o método de administracdo, o programa de administragdo, e outros
fatores conhecidos aos médicos. A quantidade terapeuticamente efi-
caz do antagonista a ser administrado sera administrada por tais con-
sideracoes.

[0210] Como uma proposta geral, a quantidade terapeuticamente
eficaz do anticorpo administrada parenteralmente por dose sera na
faixa de cerca de 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal do paciente por dia,
com a faixa inicial tipica de antagonista usada estando na faixa de cer-
ca de 2 a 10 mg/kg. Em uma modalidade, a quantidade terapeutica-
mente eficaz esta na faixa de cerca de 1,0 mg/kg a cerca de 15,0
mg/kg. Em uma modalidade mais especifica, a dose esta na faixa de
cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 12 mg/kg. Em outras modalidades, a
dose esta na faixa de cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 4,5 mg/kg, ou de
cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 12 mg/kg. A dose da presente invencgéo
também pode ser qualquer dose dentro destas faixas, incluindo, mas
nao limitadas a, 1,0 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3,0
mg/kg, 3,5 mg/kg, 4,0 mg/kg, 4,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 5,5 mg/kg, 6,0
mg/kg, 6,5 mg/kg, 7,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 8,0 mg/kg, 8,5 mg/kg, 9,0
mg/kg, 9,5 mg/kg, 10,0 mg/kg, 10,5 mg/kg, 11,0 mg/kg, 11,5 mg/kg,
12,0 mg/kg, 12,5 mg/kg, 13,0 mg/kg, 13,5 mg/kg, 14,0 mg/kg, 14,5
mg/kg, ou 15,0 mg/kg.

[0211] Em uma modalidade preferida, a ABM € um anticorpo, pre-
ferivelmente um anticorpo humanizado. Dosagens adequadas para um
tal anticorpo ndo conjugado estao, por exemplo, na faixa de cerca de
20 mg/m? a cerca de 1000 mg/m?. Por exemplo, uma pessoa pode
administrar ao paciente uma ou mais doses de substancialmente me-
nos do que 375 mg/m? do anticorpo, por exemplo, onde a dose esta na
faixa de cerca de 20 mg/m? a cerca de 250 mg/m?, por exemplo de

cerca de 50 mg/m? a cerca de 200 mg/m?2.
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[0212] Além disso, uma pessoa pode administrar uma ou mais do-
ses iniciais do anticorpo seguido por uma ou mais doses subsequen-
tes, em que a dose em mg/m? do anticorpo na(s) dose(s) subsequen-
te(s) excede a dose em mg/m? do anticorpo na(s) dose(s) inicial(is).
Por exemplo, a dose inicial pode estar na faixa de cerca de 20 mg/m? a
cerca de 250 mg/m? (por exemplo, de cerca de 50 mg/m? a cerca de
200 mg/m?) e a dose subsequente pode estar na faixa de cerca de 250
mg/m? a cerca de 1000 mg/m?.

[0213] Como observado acima, entretanto, estas quantidades su-
geridas de ABM estao sujeitas consideravelmente a discricdo terapéu-
tica. O fator chave em selecionar uma dose e programa apropriados €
o resultado obtido, como indicado acima. Por exemplo, doses relati-
vamente mais altas podem ser necessarias inicialmente para o trata-
mento de doencgas cronicas e agudas. Para obter os resultados mais
eficazes, dependendo da doenga ou disturbio, o antagonista € admi-
nistrado tdo proximo ao primeiro sinal, diagnose, aparecimento, ou
ocorréncia da doencga ou disturbio quanto possivel ou durante remis-
sdes da doenca ou disturbio.

[0214] No caso dos anticorpos anti-EGFR usados para tratar tumo-
res, resultados terapéuticos ideais geralmente foram obtidos com uma
dose que é suficiente para saturar completamente os receptores de
EGF nas células alvo. A dose necessaria para obter a saturacao de-
pendera do numero de receptores de EGF expressados por célula tu-
morosa (que pode variar significantemente entre tipos de tumor dife-
rentes). Concentracdes séricas tdo baixas quanto 30 nM foram efica-
zes no tratamento de alguns tumores, enquanto concentragbes acima
de 100 nM podem ser necessarias para obter efeito terapéutico ideal
com outros tumores. A dose necessaria para obter saturagdo para um
tumor dado pode ser facilmente determinada in vitro por radioimuno-

ensaio ou imunoprecipitagao.
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[0215] Em geral, para a terapia de combinagcdo com radiacdo, um
regime terapéutico adequado envolve oito infusbes semanais de uma
ABM anti-EGFR da invengdo em uma dose de carga de 100 a 500
mg/m? seguido por doses de manutengdo a 100 a 250 mg/m? e radia-
¢ao na quantidade de 70,0 Gy em uma dose de 2,0 Gy diariamente.
Para a terapia de combinagdo com quimioterapia, um regime terapéu-
tico adequado envolve administrar uma ABM anti-EGFR da invengao
como doses de carga/manutencdo semanais de 100/100 mg/m?
400/250 mg/m?, ou 500/250 mg/m? em combinagdo com cisplatina em
uma dose de 100 mg/m? a cada trés semanas. Alternativamente, gen-
citabina ou irinotecano podem ser usados no lugar de cisplatina.

[0216] A ABM da presente invengado é administrada por quais-
quer meios adequados, incluindo administracao parenteral, subcuta-
nea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, e, se desejado para
tratamento imunossupressor local, intralesional. As infusbes paren-
terais incluem administracao intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, ou subcutanea. Além disso, o antagonista pode ser
adequadamente administrado por infusdo em pulso, por exemplo,
com doses em declinio do antagonista. Preferivelmente a dosagem
é fornecida por injegcbes, o mais injecdes preferivelmente intraveno-
sas ou subcutaneas, dependendo em parte de se a administragao
for breve ou crénica.

[0217] Uma pessoa pode administrar outros compostos, tais como
agente citotoxicos, agentes quimioterapéuticos, agentes imunossu-
pressores e/ou citocinas com os antagonistas aqui. A administracéo
combinada inclui coadministracdo, usando formulagdes separadas ou
uma unica formulacdo farmacéutica, e administracdo consecutiva em
qualquer ordem, em que preferivelmente existe um periodo de tempo
enquanto ambos (ou todos) os agentes ativos exercem simultanea-

mente suas atividades bioldgicas.
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[0218] Estaria claro que a dose da composicdo da invengao ne-
cessaria para obter curas pode ser reduzida ainda com a otimizagao
da programagao.

[0219] De acordo com a pratica da invengao, o veiculo farmacéuti-
co pode ser um veiculo de lipideo. O veiculo de lipideo pode ser um
fosfolipideo. Além disso, o veiculo de lipideo pode ser um acido graxo.
Também, o veiculo de lipideo pode ser um detergente. Como aqui
usado, um detergente € qualquer substancia que altera a tens&o de
superficie de um liquido, geralmente diminuindo-a.

[0220] Em um exemplo da invencédo, o detergente pode ser um
detergente ndo idnico. Os exemplos de detergentes nio idnicos inclu-
em, mas nao sao limitados a, polisorbato 80 (também conhecido como
Tween 80 ou (monooleato de polioxietilenossorbitano), Brij, e Triton
(por exemplo Triton WR-1339 e Triton A-20).

[0221] Alternativamente, o detergente pode ser um detergente i6-
nico. Um exemplo de um detergente i6nico inclui, mas nao € limitado
a, brometo de alquiltrimetilaménio.

[0222] Adicionalmente, de acordo com a invencgéo, o veiculo de
lipideo pode ser um lipossomo. Como usado neste pedido de patente,
um "lipossomo" é qualquer vesicula ligada a membrana que contém
quaisquer moléculas da invencdo ou combinacdes destas.

[0223] Ainda em uma outra modalidade, a invengao refere-se a
uma ABM de acordo com a presente invengdo para 0 uso como um
medicamento, em particular para o uso no tratamento ou profilaxia de
cancer ou para o0 uso em uma condicdo pré-cancerosa ou lesdo. O
cancer pode ser, por exemplo, cancer pulmonar, cancer pulmonar de
célula ndo pequena (NSCL), cancer pulmonar de célula bronquioalveo-
lar, cancer 6sseo, cancer pancreatico, cancer de pele, cancer da ca-
beca ou pescog¢o, melanoma cutaneo ou intraocular, cancer uterino,

cancer ovariano, cancer retal, cancer da regiao anal, cancer estoma-
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cal, cancer gastrico, cancer do cdlon, cancer de mama, cancer uterino,
carcinoma das trompas de Fal6pio, carcinoma do endométrio, carci-
noma do cérvix, carcinoma da vagina, carcinoma da vulva, Doenga de
Hodgkin, cancer do eséfago, cancer do intestino delgado, cancer do
sistema enddcrino, cancer da glandula tiredide, cancer da glandula pa-
ratiredide, cancer da glandula adrenal, sarcoma de tecido mole, cancer
da uretra, cancer do pénis, cancer da préstata, cancer da bexiga, can-
cer do rim ou ureter, carcinoma de célula renal, carcinoma da pelve
renal, mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar, leucemia cro-
nica ou aguda, linfomas linfociticos, neoplasmas do sistema nervoso
central (CNS), tumores do eixo espinhal, glioma do tronco cerebral,
glioblastoma multiforme, astrocitomas, schwanomas, ependimomas,
meduloblastomas, meningiomas, carcinomas de célula escamosa,
adenomas da glandula pituitaria, incluindo versdes refratarias de qual-
quer um dos canceres acima, ou uma combinagao de um ou mais dos
canceres acima. A condigao pré-cancerosa ou lesao inclui, por exem-
plo, o grupo consistindo em leucoplaquia oral, ceratose actinica (cera-
tose solar), polipos pré-cancerosos do célon ou reto, displasia epitelial
gastrica, displasia adenomatosa, sindrome de cancer do coélon que
ndo polipose hereditaria (HNPCC), es6fago de Barrett, displasia da
bexiga, e condi¢gbes cervicais pré-cancerosas.

[0224] Preferivelmente, o dito cancer é selecionado do grupo con-
sistindo em cancer de mama, cancer de bexiga, cancer da cabega &
pescocgo, cancer de pele, cancer pancreatico, cancer pulmonar, cancer
ovariano, cancer do colon, cancer da préstata, cancer renal, e cancer
cerebral.

[0225] Ainda uma outra modalidade € o uso da ABM de acordo
com a presente invencao para a fabricagdo de um medicamento para
o tratamento ou profilaxia do cancer. Cancer é como definido acima.

[0226] Preferivelmente, o dito cancer € selecionado do grupo con-
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sistindo em cancer de mama, cancer de bexiga, cancer da cabeca &
pescoco, cancer de pele, cancer pancreatico, cancer pulmonar, cancer
ovariano, cancer do colon, cancer da préstata, cancer renal, e cancer
cerebral.

[0227] Também preferivelmente, a dita molécula de ligagdo de an-
tigeno € usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de cerca
de 1,0 mg/kg a cerca de 15 mg/kg.

[0228] Também mais preferivelmente, a dita molécula de ligagao
de antigeno € usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de
cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 12 mg/kg.

[0229] Também mais preferivelmente, a dita molécula de ligagao
de antigeno é usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de
cerca de 1,5 mg/kg a cerca de 4,5 mg/kg.

[0230] Também mais preferivelmente, a dita molécula de ligacéo
de antigeno é usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de
cerca de 4,5 mg/kg a cerca de 12 mg/kg.

[0231] O mais preferivelmente, a dita molécula de ligagéo de anti-
geno é usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de cerca de
1,5 mg/kg.

[0232] Também o mais preferivelmente, a dita molécula de ligacao
de antigeno é usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de
cerca de 4,5 mg/kg.

[0233] Também o mais preferivelmente, a dita molécula de ligacao
de antigeno é usada em uma quantidade terapeuticamente eficaz de
cerca de 12 mg/kg.

[0234] Em uma outra modalidade, a presente invengéo é direciona-
da a método de tratar um disturbio relacionado a EGFR em um mamife-
ro em necessidade de tratamento deste compreendendo administrar ao
mamifero uma ABM da presente invencédo, em que o tratamento resulta

em concentragdes séricas da dita ABM entre cerca de 1 e cerca de 500
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ug/ml, durante um periodo de pelo menos 4 semanas, € em que o tra-
tamento ndo causa um nivel clinicamente significante de toxicidade no
dito mamifero. Em outras modalidades, a concentracdo sérica € uma
quantidade selecionada do grupo consistindo em acima de 1 pg/ml,
acima de 25 pg/ml, acima de 50 pug/ml, acima de 100 ug/ml, acima de
200 pg/ml, acima de 300 ug/ml, acima de 400 ug/ml, acima de 500
ug/ml, entre cerca de 1 e cerca de 100 ug/ml, entre cerca de 1 e cerca
de 200 ug/ml, entre cerca de 1 e cerca de 300 ug/ml, entre cercade 1 e
cerca de 400 ug/ml, e entre cerca de 1 e cerca de 500 ug/ml. Em uma
modalidade preferida, o mamifero € um ser humano. Em uma modali-
dade a ABM é um anticorpo. Em uma modalidade preferida, o anticorpo
é glicoengendrado e tem ligacdo de FcgamaRIll aumentada comparada
a uma forma néo glicoengendrada do anticorpo.

Artigos de Fabricacao

[0235] Em uma outra modalidade da invengao, um artigo de fabri-
cacao contendo materiais uteis para o tratamento dos disturbios des-
crito acima é fornecido. O artigo de fabricagdo compreende um recipi-
ente e uma insercao de rotulo ou pacote em ou associada com o reci-
piente. Recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas, fras-
cos, seringas, etc. Os recipientes podem ser formados a partir de uma
variedade de materiais tais como vidro ou plastico. O recipiente possui
uma composig¢ao que € eficaz para tratar a condicdo e pode ter uma
porta de acesso estéril (por exemplo o recipiente pode ser uma bolsa
de solugao intravenosa ou um frasco tendo uma tampa perfuravel por
uma agulha de inje¢cao hipodérmica). Pelo menos um agente ativo na
composicao € um anticorpo anti-EGFR. A insercéo de rétulo ou pacote
indica que a composicao € usada para tratar a condi¢cao de escolha, tal
como uma doencga ou disturbio ndo malignos, onde a doenga ou dis-
turbio envolvem a ativacdo ou producdo anormais de um receptor

EGFR e/ou um ligando de EGFR, por exemplo uma doenca ou distur-

Peticio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 116/197



112/185

bio hiperproliferativos benignos. Além disso, o artigo de fabricagdo po-
de compreender (a) um primeiro recipiente com uma composi¢ao con-
tida neste, em que a composicdo compreende um primeiro anticorpo
que liga-se a EGFR e inibe o crescimento de células que superexpres-
sam EGFR; e (b) um segundo recipiente com uma composi¢ao contida
neste, em que a composigao compreende um segundo anticorpo que
liga-se a EGFR e bloqueia a ativagcdo de ligando de um receptor
EGFR. O artigo de fabricagdo nesta modalidade da invengédo pode
compreender ainda uma inser¢cao de pacote indicando que a primeira
e segunda composi¢des de anticorpo podem ser usadas para tratar
uma doencga ou disturbio ndo malignos da lista de tais doengas ou dis-
turbios na secao de definicdo acima. Além disso, a insercao de pacote
pode instruir o usuario da composi¢céo (compreendendo um anticorpo
que liga-se a EGFR e bloqueia a ativacédo de ligando de um receptor
EGFR) a combinar a terapia com o anticorpo e qualquer uma das tera-
pias adjuntas descritas na sec¢éo precedente (por exemplo um agente
quimioterapéutico, um farmaco alvejado por EGFR, um agente antian-
giogénico, um agente imunossupressor, inibidor de tirosina cinase, um
composto anti-hormonal, um cardioprotetor e/ou uma citocina). Alter-
nativa, ou adicionalmente, o artigo de fabricacdo pode compreender
ainda um segundo (ou terceiro) recipiente compreendendo um tampéo
farmaceuticamente aceitavel, tal como agua bateriostatica para injecéao
(BWFI), solugdo salina tamponada com fosfato, solugdo de Ringer e
solugdo de dextrose. Ele pode incluir ainda outros materiais desejaveis
a partir de um ponto de vista comercial e do usuario, incluindo outros
tampdes, diluentes, filtros, agulhas, e seringas.

[0236] Os exemplos abaixo explicam a invengdo em mais detalhe.
As preparagdes e exemplos seguintes sdo dados para permitir que
aqueles versados na técnica entendam mais claramente e pratiquem a

presente invencgao. A presente invencao, entretanto, ndo é limitada em
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escopo pelas modalidades exemplificadas, que sao intencionadas co-
mo ilustracdes de aspectos unicos da invencdo apenas, e métodos
que sao funcionalmente equivalentes estdo dentro do escopo da in-
vencao. De fato, varias modificacbes da invengao além daquelas des-
critas aqui tornar-se-ao evidentes aqueles versados na técnica a partir
da descricao precedente e desenhos anexos. Tais modificacbes sdo
intencionadas a cair dentro do escopo das reivindicagdes anexas.
[0237] Todas as patentes, pedidos de patente, e publicagdes cita-
dos neste pedido de patente sdo por meio deste incorporados por refe-
réncia em sua totalidade.

Exemplos

[0238] A menos que de outro modo especificado, referéncias a
numeracao de posicoes de residuo de aminoacido especificas nos
Exemplos seguintes sdo de acordo com o sistema de numeragao de
Kabat. A menos que de outro modo observado, os materiais e méto-
dos usados para fabricar os anticorpos descritos nestes exemplos de
trabalho sdo de acordo com aqueles apresentados nos exemplos do
Ped. de Patente U.S. N2 10/981.738, que é aqui incorporado por refe-
réncia em sua totalidade.

Exemplo 1
Materiais e Métodos

Método Aceitante de Homologia Elevada

[0239] A pesquisa de estrutura aceitante de anticorpo de homolo-
gia elevada foi realizada alinhando-se a sequéncia de proteina ICR62
de rato a uma colecao de sequéncias de linha germinativa humana e
escolhendo aquela sequéncia humana que mostrou a identidade de
sequéncia mais alta, enquanto conservando todos os residuos candni-
cos em um nivel funcional. Aqui, a sequéncia 1-e da familia de VH1
dentro da base de dados VBase foi escolhida como a sequéncia acei-

tante de estrutura de cadeia pesada, e a sequéncia A30 da familia de
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VK1 da base de dados VBase foi escolhida para ser o aceitante de es-
trutura para a cadeia leve. Nestas duas estruturas aceitantes as trés
regides determinantes de complementaridade (CDRs) e/ou residuos
determinantes de especificidade destas CDRs dos dominios variaveis
pesados e leves de ICR62 de rato foram enxertados. Visto que a regi-
ao de estrutura 4 ndo é parte da regido variavel do gene da linha ger-
minativa, o alinhamento para esta posicéo foi realizado individualmen-
te. A regido JHG6 foi escolhida para a cadeia pesada, e a regido JK2 foi
escolhida para a cadeia leve. A modelagem molecular do dominio de
imunoglobulina designado revelou uma posi¢cédo fora da CDR1 de Ka-
bat requerendo potencialmente os residuos de aminoacido de murino
ao invés das unidades humanas fora da CDR. A reintrodugédo de resi-
duos de aminoacido de murino na estrutura humana geraria as assim
chamadas "mutacdes reversas." Por exemplo, o residuo de aminoaci-
do aceitante humano na posi¢cao de Kabat 27 (Glicina em 1-e) foi mu-
tado reverso a um residuo de tirosina. Para mostrar a importancia dos
residuos para a ligagao de antigeno, variantes de anticorpo humaniza-
das foram designadas que incluiram ou omitiram mutacdes reversas. A
cadeia leve de anticorpo humanizado nao requereu nenhuma mutagao
reversa. Depois de designar as sequéncias de proteina, as sequéncias
de DNA que codificam estas proteinas foram sintetizadas como deta-
Ihado abaixo.

Método de Estrutura Mista

[0240] Para evitar a necessidade para introduzir mutagdes rever-
sas em posic¢oes criticas (criticas para reter boa afinidade de ligagao
de antigeno ou fungdes de anticorpo) da estrutura aceitante humana,
foi investigado se a regido de estrutura 1 (FR1), regides de estrutura 1
(FR1) e 2 (FR2) juntas, ou regido de estrutura 3 (FR3) de um anticorpo
funcionalmente humanizado podem ser substituidas por sequéncias de

anticorpo humano ja tendo residuos doadores, ou residuos de amino-
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acido que sao funcionalmente equivalentes aos residuos doadores, em
posigdes do residuo importantes na sequéncia de linha germinativa
humana natural. Para este propésito, as estruturas de VH 1, 2 e 3 da
sequéncia de VH de ICR62 de rato foram alinhadas individualmente as
sequéncias de linha germinativa humana. Aqui, a identidade de se-
guéncia mais alta ndo foi usada para escolher estruturas aceitantes;
ao invés o emparelhamento de varios residuos criticos foi realizado.
Estes residuos criticos compreendem os assim chamados residuos
candnicos, e também aqueles residuos na posicéo 27, 28, e 30 (nume-
racao de Kabat), que encontram-se fora da definicdo de CDR1 por Ka-
bat, mas frequentemente sdo envolvidos na ligagao de antigeno. Além
disso, residuos criticos sdo aqueles que mostram interagcao importante
com as CDRs, como pode ser determinado usando a modelagem mo-
lecular. A sequéncia de IMGT IGHV1-58 (N2 de Acesso M29809),
IGHV5-51 (N2 de Acesso M99686), assim como a sequéncia VBase 1-
02 da familia de VH1 foram escolhidas como unidades adequadas pa-
ra substituir FR1, 2, ou 3. Em breve: IGHV1-58 mostrou um padrao
promissor nas posi¢coes de Kabat 27 a 30, mas ndo cumpre os critérios
para a posi¢cao candnica 71. O IGHV5-51 tem um residuo correspon-
dente 71, de modo que sua FR3 pode ser usada. Também sua FR1
esta proxima a sequéncia de FR1 desejada.

[0241] A 1-e de VH1 cumpriu todos os critérios além da posicao
27. A sequéncia 1-02 foi considerada aceitavel para as regides FR1 e
FR2, mas requereria uma mutacao reversa em FR3.

[0242] Depois de designar as sequéncias de proteina, as sequén-
cias de DNA que codificam estas proteinas foram sintetizadas como
detalhado abaixo. Usando este método mutacdes reversas nao foram
necessarias na maioria dos constructos da cadeia pesada, de modo a
reter bons niveis de ligagao de antigeno. A cronologia e o raciocinio dos

constructos de estrutura mista s&o explicados na secao de resultados.
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Sintese dos genes de anticorpo

[0243] Depois de ter designada a regido V da sequéncia de ami-
noacido do anticorpo humanizado, a sequéncia de DNA foi gerada. Os
dados da sequéncia de DNA das regides de estrutura individuais foram
encontrados nas bases de dados (por exemplo IMGT ou VBase) para
sequéncias de linha germinativa humana. A informagao da sequéncia
de DNA das regides CDR foi tomada da sequéncia publicada do anti-
corpo ICR62 de rato (ver, por exemplo, Publicacgo PCT WO
95/20045). Com estas sequéncias, a sequéncia de DNA total foi virtu-
almente montada. Tendo estes dados de sequéncia de DNA, sitios de
restricdo de diagndstico foram introduzidos na sequéncia virtual intro-
duzindo-se mutagdes silenciosas, criando-se sitios de reconhecimento
para endonucleases de restricao.

[0244] Para obter a cadeia de DNA fisico, a sintese genética foi
realizada (ver, por exemplo, Wheeler et al. 1995). Neste método, os
oligonucleotideos sao designados dos genes de interesse, tal, que
uma série de oligonucleotideos sédo derivados do filamento de codifi-
cacao, e uma outra série é do filamento de nao codificagdo. As extre-
midades 3' e 5' de cada oligonucleotideo (exceto o primeiro e ultimo
absolutos na lista) sempre mostram sequéncias complementares aos
dois iniciadores derivados do filamento oposto. Quando colocando es-
tes oligonucleotideos em um tampao de reacdo adequado para qual-
quer polimerase estavel ao calor, e adicionando Mg?*, dNTPs e uma
DNA polimerase, cada oligonucleotideo € estendido de sua extremida-
de 3'. A extremidade 3' recentemente formada de um iniciador depois
recoze com o iniciador seguinte do filamento oposto, e estendendo sua
sequéncia ainda sob condi¢cdes adequadas para o alongamento de
cadeia de DNA dependente padrao. O produto final foi clonado em um
vetor convencional para a propagacao em E. coli.

Producao de anticorpo

Peticio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 121/197



117/185

[0245] Para o constructo dos vetores de expressao de cadeia leve
e cadeia pesada anti-EGFR quiméricos (isto €, completamente regiédo
V de rato e regido C humana) e humanizados, sequéncias lideres de
cadeia pesada e leve humana (para secregado) foram adicionadas a
montante das sequéncias de DNA da regido variavel. A jusante das
regides variaveis, as regides constantes de IgG1 para a cadeia pesada
foram adicionadas, e a regido constante capa para a cadeia leve
usando técnicas de biologia molecular padréo. As sequéncias de DNA
de cadeia pesada e leve de anticorpo completo resultantes foram sub-
clonadas em vetores de expressdo de mamifero (um para a cadeia
leve e um para a cadeia pesada) sob o controle do promotor de MPSV
e a montante de um sitio de poliA sintético, cada vetor portando uma
sequéncia de EBV OriP.

[0246] Os anticorpos foram produzidos cotransfectando-se células
HEK293-EBNA com os vetores de expressio de cadeia pesada e leve
de anticorpo mamifero usando um método de transfec¢cdo de fosfato
de calcio. As células HEK293-EBNA exponencialmente crescentes fo-
ram transfectadas pelo método de fosfato de calcio. Para a producgao
de anticorpo ndao modificado, as células foram transfectadas apenas
com vetores de expressao de cadeia pesada e leve de anticorpo em
uma razao de 1:1. Para a produgao do anticorpo glicoengendrado, as
células foram co-transfectadas com quatro plasmideos, dois para a
expressao do anticorpo, um para uma expressao de polipeptideo de
GnTlll de fusédo, e um para a expressao de manosidase Il em uma ra-
zao de 4:4:1:1, respectivamente. As células foram cultivadas como cul-
turas de monocamada aderente em frascos T usando meio de cultura
DMEM suplementado com 10 % de FCS, e foram transfectadas quan-
do elas foram entre 50 e 80 % confluentes. Para a transfecgdo de um
frasco T75, 8 milhdes de células foram semeadas 24 horas antes da

transfecgdo em 14 ml de meio de cultura DMEM suplementado com
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FCS (a 10 % V/V final), 250 ug/ml de neomicina, e as células foram
colocadas a 37° C em uma incubadora com uma atmosfera de CO2a 5
% durante a noite. Para cada frasco T75 a ser transfectado, uma solu-
¢ao de DNA, CaClz e agua foi preparada misturando-se 47 ug de DNA
de vetor de plasmideo total divididos igualmente entre os vetores de
expressdo de cadeia leve e pesada, 235 ul de uma solugédo de CaCl>
1M, e adicionando agua a um volume final de 469 ul. A esta solucgéo,
469 ul de uma solugédo de 50 mM de HEPES, 280 mM de NaCl, 1,5
mM Na2HPO4 no pH 7,05 foram adicionados, misturados imediata-
mente durante 10 s e deixados repousar na temperatura ambiente du-
rante 20 s. A suspenséo foi diluida com 12 ml de DMEM suplementado
com 2 % de FCS, e adicionada ao T75 no lugar do meio existente. As
células foram incubadas a 37° C, 5 % de CO2 durante cerca de 17 a 20
horas, depois o0 meio foi substituido com 12 ml de DMEM, 10 % de
FCS. O meio de cultura condicionado foi colhido 5 a 7 dias de pds
transfecgao centrifugado durante 5 min a 1200 rpm, seguido por uma
segunda centrifugacédo durante 10 min a 4000 rpm e mantido a 4° C.
[0247] Os anticorpos secretados foram purificados por cromatogra-
fia por afinidade de Proteina A, seguido por cromatografia de troca de
cation e uma etapa cromatografica de exclusdo de tamanho final em
uma coluna Superdex 200 (Amersham Pharmacia) trocando o tampéao
para solugao salina tampao de fosfato e coletando os anticorpos de
IgG1 monoméricos puros. A concentracao de anticorpo foi estimada
usando um espectrofotdmetro da absorbancia a 280 nm. Os anticorpos
foram formulados em uma solugdo de 25 mM de fosfato de potassio,
125 mM de cloreto de sédio, 100 mM de glicina de pH 6,7.

[0248] Variantes glicoengendradas do anticorpo humanizado foram
produzidas por co-transfec¢ao dos vetores de expressdo de anticorpo
juntamente com um vetor de expressao de GnT-Ill glicosiltransferase,

ou juntamente com um vetor de expressdo de GnT-lll mais um vetor de
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expressao de manosidase Il de Golgi. Os anticorpos glicoengendrados
foram purificados e formulados como descrito acima para os anticorpos
nao glicoengendrados. Os oligossacarideos ligados a regido Fc dos an-
ticorpos foram analisados por MALDI/TOF-MS como descrito abaixo.
Analise de Oligossacarideo

[0249] Os oligossacarideos foram enzimaticamente liberados dos
anticorpos por digestdo com PNGaseF, com os anticorpos sendo imo-
bilizados em uma membrana de PVDF ou em solucao.

[0250] A solucdo de digestao resultante contendo os oligossacari-
deos liberados preparada diretamente para a analise de MALDI/TOF-
MS ou foi digerida ainda com EndoH glicosidase antes da preparagéo
da amostra para a analise de MALDI/TOF-MS.

Método de liberagdo de oligossacarideo para anticorpos imobilizados
por membrana de PVDF

[0251] As cavidades de uma placa de 96 cavidades fabricada com
uma membrana de PVDF (Immobilon P, Millipore, Bedford, Massachu-
setts) foram umedecidas com 100 ul de metanol e o liquido foi retirado
através da membrana de PVDF usando vacuo aplicado ao coletor a
vacuo Multiscreen (Millipore, Bedford, Massachusetts). As membranas
de PVDF foram lavadas trés vezes com 300 ul de agua. As cavidades
depois foram lavadas com 50 ul de tampao de RCM (8 M de Uréia,
360 mM de Tris, 3,2 mM de EDTA, pH 8,6). Entre 30 a 40 ug de anti-
corpo foram carregados em uma cavidade contendo 10 ul de tampéao
de RCM. O liquido na cavidade foi retirado através da membrana apli-
cando-se vacuo, e a membrana foi subsequentemente lavada duas
vezes com 50 ul de tampao de RCM. A redugao das pontes de dissul-
feto foi realizada por adigdo de 50 pl de ditiotreitol 0,1 M em RCM e
incubacéo a 37° C durante 1 h.

[0252] A seguir da redug¢ao, um vacuo foi aplicado para remover a

solugdo de ditiotreitol da cavidade. As cavidades foram lavadas trés

Peticio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 124/197



120/185

vezes com 300 ul de agua antes de realizar a carboximetilagdo dos
residuos de cisteina por adigdo de 50 ul de acido iodoacético 0,1 M em
tampao de RCM e incubacédo na temperatura ambiente no escuro du-
rante 30 min.

[0253] Depois da carboximetilagdo, as cavidades foram retiradas
com vacuo e subsequentemente lavadas trés vezes com 300 ul de
agua. A membrana de PVDF depois foi bloqueada, para impedir a ad-
sor¢gdo da endoglicosidase, incubando-se 100 ul de uma solugao
aquosa a 1 % de polivinilpirrolidona 360 na temperatura ambiente du-
rante 1 hora. O reagente de bloqueio depois foi removido por vacuo
suave seguido por trés lavagens com 300 ul de agua.

[0254] Os oligossacarideos N-ligados foram liberados por adigao
de 2,5 mU de peptideo-N-glicosidase F (N-Glicanase recombinate,
GLYKO, Novato, CA) e 0,1 mU de Sialidase (GLYKO, Novato, CA),
para remover quaisquer residuos de monossacarideo carregados po-
tenciais, em um volume final de 25 ul em 20 mM de NaHCOs, pH7,0).
A digestéo foi realizada durante 3 horas a 37° C.

Método de liberagao de oligossacarideo para anticorpos em solugao
[0255] Entre 40 e 50 ug de anticorpo foram misturados com 2,5
mU de PNGaseF (Glyko, U.S.A.) em 2 mM de Tris, pH 7,0 em um
volume final de 25 microlitros, e a mistura foi incubada durante 3 ho-
ras a 37° C.

[0256] Uso de digestdo com Endoglicosidase H de oligossacari-
deos de PNGaseF liberados para a designacao de estruturas de oli-
gossacarideo bifurcadas hibridas aos picos de oligossacarideos neu-
tros de MALDI/TOF-MS

[0257] Os oligossacarideos de PNGaseF liberados foram subse-
quentemente digeridos com Endoglicosidase H (EC 3.2.1.96). Para a
digestdo com EndoH, 15 mU de EndoH (Roche, Suiga) foram adicio-

nados a digestdo com PNGaseF (método do anticorpo em solugéo
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acima) para fornecer um volume final de 30 microlitros, e a mistura foi
incubada durante 3 horas a 37° C. EndoH cliva entre os residuos de N-
acetilglicosamina do nucleo de quitobiose de oligossacarideos N-
ligados. A enzima pode digerir apenas oligomanose e glicanos do tipo
mais hibridos, ao passo que oligossacarideos do tipo complexo néo
sao hidrolisados.

Preparacao da amostra para MALDI/TOF-MS

[0258] As digestbes enzimaticas contendo os oligossacarideos li-
berados foram incubadas durante um adicional de 3 h no ambiente
depois da adicdo de acido acético a uma concentracao final de 150
mM, e foram subsequentemente passadas através de 0,6 ml de resina
de troca de cation (resina AG50W-X8, forma de hidrogénio, 100 a 200
malhas, BioRad, Suiga) empacotada em uma coluna de cromatografia
micro-bio-spin (BioRad, Sui¢a) para remover cations e proteinas. Um
microlitro da amostra resultante foi aplicado a uma placa alvo de aco
inoxidavel, e misturado na placa com 1 ul de matriz sDHB. A matriz
sDHB foi preparada dissolvendo-se 2 mg de acido 2,5-diidroxibenzoico
mais 0,1 mg de acido 5-metoxissalicilico em 1 ml de etanol/10 mM de
cloreto de sédio aquoso 1:1 (v/v). As amostras foram secas ao ar, 0,2
ul de etanol foi aplicado, e as amostras foram finalmente deixadas re-
cristalizar sob ar.

MALDI/TOF-MS

[0259] O espectrémetro de massa MALDI-TOF usado para adquirir
os espectros de massa foi um Voyager Elite (Perspective Biosystems).
O instrumento foi operado na configuragao linear, com uma aceleragao
de 20kV e retardo de 80 ns. A calibragdo externa usando padrdes de
oligossacarideo foi usada para a designacdo da massa dos ions. Os
espectros de 200 descargas a laser foram somados para obter o es-
pectro final.

Ensaio de Ligacao de Antigeno
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[0260] As variantes de anticorpo humanizadas monomeéricas, purifi-
cadas foram testadas quanto a ligagcdo ao receptor do fator de cresci-
mento epidérmico humano (EGFR, também referido na literatura como
HER-1 ou ErbB1) na linhagem de célula epidérmica humana A431,
usando um ensaio com base em citometria de fluxo. 200.000 células
(por exemplo, da linhagem de célula A431 humana) em 180 pl de tam-
pao FACS (PBS contendo 2 % de FCS e 5 mM de EDTA) foram transfe-
ridas para tubos de poliestireno de 5 ml e 20 ul de amostras de anticor-
po anti-EGFR (anticorpo primario) concentradas 10 vezes (1 a 5000
ng/ml de concentragao final) ou PBS apenas foram adicionados. Depois
de misturar suavemente as amostras, os tubos foram incubados a 4° C
durante 30 min no escuro. Subsequentemente, as amostras foram lava-
das duas vezes com tampao FACS e peletizadas a 300 x g durante 3
min. O sobrenadante foi separado por aspiracédo e as células foram ab-
sorvidas em 50 ul de tampao FACS e 2 ul de anticorpo secundario (fra-
gmentos F(ab')2-FITC anti-Fc-especifico (Jackson Immuno Research
Laboratories, USA)) foram adicionados e os tubos foram incubados a 4°
C durante 30 min. As amostras foram lavadas duas vezes com tampao
FACS e absorvidas em 500 ul de tampao FACS para a analise por Ci-
tometria de Fluxo. A ligagao foi determinada plotando-se a fluorescéncia
média geométrica contra as concentragdes de anticorpo.

Ligacdo de glicovariantes de IgG1 monoméricas a linhagem de célula

CHO que expressa FcyRIIIA

[0251] As células CHO foram transfectadas por eletroporagao (280 V,
950 uF, 0,4 cm) com um vetor de expressao que codifica a cadeia o e
a cadeia y de FcgamaRIllIA-Val158. Os transfectantes foram selecio-
nados por adigdo de 6 ug/ml de puromicina e clones estaveis foram

analisados por FACS usando 10 ul de anticorpo monoclonal 3G8 anti-
FcgamaRlIll conjugado a FITC (BD Biosciences, Allschwil/Suiga) para

106 células. A ligacado de IgG1 a ceélulas CHO que expressam Fcga-
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maRIIIA-Val158 foi realizada. Brevemente, os fragmentos F(ab')2 de
3G8 anti-FcgamaRIIIA (Ancell, Bayport, MN/USA) foram adicionados
em uma concentragdo de 10 ug/ml para competir pela ligagao de gli-
covariantes de anticorpo (3 pg/ml). A intensidade de fluorescéncia re-
ferindo-se as variantes de anticorpo ligadas foi determinada em um
FACSCalibur (BD Biosciences, Allschwil/Suiga).

Ensaio de ADCC

[0261] Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) hu-

manas foram usadas como células efetoras e foram preparadas usan-
do Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics Inc., St. Louis, M063178
USA) seguindo essencialmente as instrugdes do fabricante. Em breve,
0 sangue venoso foi tirado com seringas heparinizadas de voluntarios
saudaveis. O sangue foi diluido 1:0,75 a 1,3 com PBS (n&o contendo
Ca*™ ou Mg™) e dividido em camadas em Histopaque-1077. O gradien-
te foi centrifugado a 400 x g durante 30 min na temperatura ambiente
(TA) sem interrupgdes. A interfase contendo as PBMC foi coletada e
lavada com PBS (50 ml por células a partir de dois gradientes) e colhi-
da por centrifugacdo a 300 x g durante 10 minutos na TA. Depois da
ressuspensao da pelota com PBS, as PBMC foram contadas e lavadas
uma segunda vez por centrifugacdo a 200 x g durante 10 minutos na
TA. As células depois foram ressuspensas no meio apropriado para os
procedimentos subsequentes.

[0262] A razado de efetor para alvo usada para os ensaios de
ADCC foi 25:1 e 10:1 para PBMC e células NK, respectivamente. As
células efetoras foram preparadas em meio AIM-V na concentragao
apropriada de modo a adicionar 50 por cavidade de placas de 96 cavi-
dades de fundo redondo. As células alvo foram células que expressam
EGFR humano (por exemplo, A431, EBC-1, ou LN229) cultivadas em
DMEM contendo 10 % de FCS. As células alvo foram lavadas em

PBS, contadas e ressuspensas em AIM-V a 0,3 milhées por ml de mo-
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do a adicionar 30.000 células em 100 ul por microcavidade. Os anti-
corpos foram diluidos em AIM-V, adicionados em 50 ul as células alvo
pré-plaqueadas e deixados ligar-se aos alvos durante 10 minutos na
TA. Depois as células efetoras foram adicionadas e a placa foi incuba-
da durante 4 horas a 37° C em uma atmosfera umida contendo 5 % de
CO2. A morte de células alvo foi avaliada por medicao de liberacao de
lactato desidrogenase (LDH) de células danificadas usando o kit de
Detecgao de Citotoxicidade (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiga). De-
pois da incubagéo de 4 horas as placas foram centrifugadas a 800 x g.
100 ul de sobrenadante de cada cavidade foram transferidos a uma

nova placa de 96 cavidades de fundo plano transparente. 100 ul de
tampao de substrato colorido do kit foram adicionados por cavidade.
Os valores de Vmax da reagdo com cor foram determinados em um
leitor de ELISA a 490 nm durante pelo menos 10 min usando o softwa-
re SOFTmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA94089, USA). A
liberagcdo de LDH espontanea foi medida de cavidades contendo ape-
nas células alvo e efetoras mas nenhum anticorpo. A liberagdo maxi-
ma foi determinada de cavidades contendo apenas células alvo e 1 %
de Triton X-100. A porcentagem de morte mediada por anticorpo es-
pecifico foi calculada como segue: ((x - SR)/(MR - SR)*100, onde x é a
média de Vmax em uma concentracdo de anticorpo especifica, SR é a
média de Vmax da liberagao espontédnea e MR é a média de Vmax da
liberacdo maxima.

Exemplo 2

Resultados e Debate

[0263] A comparagéo da ligagdo ao receptor de EGF humano de
variantes de anticorpo I-HHA, I-HHB, I-HHC, I-HLA, I-HLB, I-HLC, I-
HLA1, I-HLA2, I-HLA3, I-HLA4, I-HLAS5, I-HLAG6, I-HLA7, I-HLAS, I-
HLA-9, I-HHD, I-HHE, I-HHF, e I-HHG, complexadas com a cadeia le-

ve de ICR62 quimérico ou com as cadeias leves de ICR62 humaniza-
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do (I-KA, I-KB, ou I-KC) e o anticorpo quimérico, parental ch-ICR62
mostra que todos os anticorpos tém valores de EC50 similares dentro
de uma unidade de log. Apenas a |-HHA diminuiu fortemente a ativida-
de de ligagao (ver a figura 2). A figura 1 mostra a atividade funcional
das cadeias de polipeptideo de ICR62 quimérico individual (ch-ICR62)
quando combinada com os constructos humanizados |-HHC e I-KB,
respectivamente. Neste experimento, a cadeia leve, a cadeia pesada
ou ambas as cadeias simultaneamente do ch-ICR62 foram substitui-
das pelos constructos humanizados acima mencionados. Isto mostra
que a formacéao da interface VH/VL parece funcionar como o cavidade
no anticorpo de roedor assim como nos constructos humanizados.
[0264] Como mostrado na figura 2, a I-HHA de cadeia pesada hu-
manizada pode nao restaurar a atividade de ligacdo com a cadeia leve
de I-KA, ou de I|-KB. Visto que a I-HLA nao mostrou nenhuma ligagéo
tanto com a I-KA, quanto com a I-KB, os presentes inventores concluiram
gue a cadeia pesada de I-HHA ndo é funcional na ligacdo de antigeno.
As figuras 1 e 2, combinadas com a figura 3, mostram que os constructos
de cadeia leve I-KA, I-KB, e I-KC mostram comportamento de ligagédo
indistinguivel da contraparte de roedor. A variante I-KC ndo possui ne-
nhuma mutacgao reversa, e adicionalmente tem sua CDR1 parcialmente
humanizada, tal que os residuos 24 a 29 podem ser derivados da se-
guéncia aceitante humana (A30 de VK1, como mencionado antes).
[0265] Na série I-HHA, I-HHB, e I-HHC, apenas as ultimas duas
variantes mostraram comportamento de ligagao satisfatério (figuras 2 e
3). A analise de sequéncia do I-HHA revelou trés residuos de aminoa-
cido potenciais responsaveis por este comportamento: Lys33, His35, e
Tyr50. Os constructos que tém Lys33 substituido por tirosina mostra-
ram boa ligagcdo, assim como constructos tendo o Tyr50 substituido
por triptofano. Apenas quando estes dois residuos foram substituidos

por alanina e glicina, respectivamente, foi a ligacdo perdida. Visto que
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I-HHC nao mostrou ligacdo melhor do que I-HHB, os presente invento-
res concluiram que os residuos Asn60, Glu61, Lys64, e Ser65 nao
precisam ser de origem de roedor; ou eles podem ser substituidos por
Ala, GIn, GIn, e Gly, respectivamente. Este procedimento leva a um
constructo em que a CDR2 é mais humanizada, visto que as posicoes
de aminoacido 60 a 65 s&o parte da definicdo de CDR de Kabat, mas
nao existe nenhuma necessidade para enxertar os residuos doadores
de roedor para este anticorpo.

[0266] As figuras 4 e 5 comparam-se aos constructos da série I-
HLA1, I-HLA2, I-HLA3, I-HLA4, I-HLAS5, e I-HLA6. O melhor compor-
tamento de ligacao foi observado nos constructos ch-ICR62, I-HLA1, e
[-HLA2, com um valor de EC50 de aprox. 300 ng/ml. Os outros cons-
tructos tiveram este valor aumentado por um fator de dois, e portanto
tém atividade de ligagao levemente reduzida. A primeira conclusao a
partir destes dados é que, dentro da CDR1 de Kabat, as substituicbes
de Lys33Tyr, e as de lle34Met foram toleradas. Estas duas posi¢cdes
estao localizadas dentro da definicdo de Kabat de CDR1, mas fora dos
limites de CDR de Chothia (que foram fundamentados na anélise es-
trutural ao invés da analise de sequéncia). Na ultima parte de CDR1,
depois, pelo menos alguma heterogeneidade é permitida.

[0267] A segunda conclusdo é que, dentro da CDR2, além da
substituicdo acima mencionada de residuos Asn60 e Glu61 por resi-
duos nao doadores, substituicdes nao doadoras Asn60Ser, Glu61Pro,
e Lys62Ser dentro da CDR de Kabat também foram permitidas. Estes
residuos foram derivados da sequéncia aceitante de IGHV5-51 da li-
nha germinativa humana, que foi usada como uma sequéncia aceitan-
te de FR3. Os constructos I-HLA3 e I-HLA4 diferem de I-HLA1 e I-
HLAZ2 apenas pela remogao da mutagao reversa de Phe27Tyr, e tanto
os constructos IHLA3 quanto I-HLA4 perdem afinidade comparada a

seu constructo parental. Portanto, a terceira conclusao da comparacgao
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de I-HLA1, I-HLA2, I-HLA3, I-HLA4, I-HLAS5, e I-HLAG é o envolvimento
de Phe27 na ligagdo de antigeno, direta ou indiretamente, por inter-
médio de modificar a conformacgao do anel de CDR1.

[0268] Variantes I-HLA5 e I-HLA6 tém a FR1 de I-HLA1 e I-
HLA2, respectivamente, substituida por uma outra sequéncia acei-
tante da linha germinativa com o Phe27 naturalmente presente (isto
e, IGHV1-58). Isto apenas pode ser obtido introduzindo-se simulta-
neamente varias outras mutacdes que sio: Val2Met, Ala9Pro, e
Alal6Thr. Sendo assim, o efeito benéfico de (re-)introduzir o Phe27
foi novamente anulado.

[0269] O constructo I-HLA7 foi avaliado para determinar se a
restauracao de residuos doadores adicionais na CDR1 e CDR2 de
cadeia pesada do constructo I-HLAG restauraria a atividade de liga-
¢ao total quando comparada a ICR62. Como mostrado na figura 6,
este ndo foi o caso.

[0270] Como mostrado nas figuras 7 e 8, dois constructos adici-
onais, I-HLAS8 e I-HLA9, foram testados para determinar se a ativi-
dade de ligacéo total comparada a ch-ICR62 pode ser obtida. Par-
tindo do constructo I-HHB, as regides FR1 foram substituidas por
regides FR1 tendo homologia maxima dentro da regido CDR1 de
Chothia. O constructo I-HLA8 tem a FR1 da sequéncia de IGHV1-58,
e a I-HLA9 tem a regido FR1 de IGHV5-51. Ambos aos constructos
ligaram-se ao antigeno pelo menos assim como o anticorpo ch-
ICR62. O constructo I-HLAS8, de fato, pode ser ainda melhor, com a
EC50 diminuida por um fator de 2. O constructo I-HLA8 tem a mes-
ma sequéncia de FR1 como os constructos |I-HLAS e I-HLAG e por-
tanto tem os mesmos residuos nao doadores (isto é, Val2Met,
Ala9Pro, e Alal6Thr), sugerindo que a presenca destes residuos nao
doadores nado tem um efeito negativo na ligacdo. Mutagdes nao be-

néficas que ocorrem na |I-HLAS e 6 resultam da combinagdo de uma
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FR1 de VH1 emparelhada com uma FR3 de VH5, que pode potenci-
almente ser compensada por ter uma FR1 e uma FR3 da mesma
familia de VH.
[0271] Mostradas na figura 8 sdo os constructos que contém resi-
duos nao doadores dentro das CDRs. Assim, estes constructos sao
ainda mais humanizados dentro das CDRs porque os residuos nao
doadores ocorrem nas regides de estrutura humana que foram esco-
Ihidas para estes constructos. Os constructos I-HHE (His35Ser), I-HHF
(Thr58Asn) e I-HHG (Ser57Ala) todos tém um residuo dentro da CDR1
ou CDR2 que é humanizado (comparada ao constructo I-HHB). O
constructo I-HHD (Gly24Ala) também foi avaliado. I-HHF mostrou liga-
cao reduzida indicando a importancia de Thr58. Ao contrario do resi-
duo 58 de CDR de Kabat, o aminoacido 57 & mais tolerante as substi-
tuicdes, visto que a mutacao de Ser57Ala aparentemente ndo tem ne-
nhuma influéncia na ligagao (figura 8).
[0272] Visto que a regidao FR3 de IGHV5-51 pareceu mostrar pro-
priedades promissoras nos constructos I-HLAI e 2, e a FR1 da mesma
sequéncia de linha germinativa provou ser util no constructo I-HLA9, a
FR1, FR2, e FR3 de IGHV5-51 foi designada ser usada juntamente
como um aceitante para anel do enxerto.
Sumario da analise dos residuos candnicos em constructos de ICR62
humanizados:

VL:posicado de Kabat 2: lle provavelmente necessario.

posicao de Kabat 71: lle ou Phe permitidos.

VH:Pos. 24, Gly, Thr, Ala, Val, Ser permitidos.

Pos. 26, Gly permitido.

Pos. 29, Phe, lle, Leu, Val, Ser permitidos.

Pos. 34, lle, Met, Leu, Val, Trp, Tyr, Thr permitidos.

Pos. 71, Ala, Leu, Val, Thr permitidos.

Pos 94, Arg, Gly, Asn, Lys, Ser, His, Thr, Ala permitidos.

Peticio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 133/197



129/185

Resultados dos experimentos de ADCC

[0273] A figura 9 mostra uma comparacgéo da citotoxicidade celu-
lar mediada por anticorpo (ADCC) € mostrada para as varias glico-
formas do anticorpo ICR62 quimérico, assim como para a variante
humanizada |-HLA4. As glicoformas diferentes s&o marcadas por um
rétulo que indica n&do glicoengendrado (WT), Glicoforma 1 (G1), ou
Glicoforma 2 (G2). "G1" refere-se a glicoengenharia do anticorpo por
co-expressao com GnTIIl. "G2" refere-se a glicoengenharia do anti-
corpo por co-expressao com GnTIll e Manll. "WT" refere-se aos an-
ticorpos que ndo foram glicoengendrados. A cadeia leve para todas
os constructos humanizados é a variante I-KC, e nao foi rotulado
explicitamente.

[0274] O quimérico, assim como o anticorpo humanizado foram
melhorados em sua poténcia e eficacia pelos dois métodos de glico-
engenharia diferentes. O constructo de ch-ICR62 realizou-se leve-
mente melhor do que I-HLA4 para o tipo selvagem ou as glicofor-
mas, respectivas. Como observado na figura 4, quando comparando
as afinidades dos dois anticorpos com respeito ao seu antigeno, o
ch-ICR62 teve um valor de EC50 duas vezes mais baixo. Esta dife-
renca em afinidade é aqui refletida em diferencas em eficacia.

[0275] A figura 10 mostra uma comparacao da citotoxicidade ce-
lular mediada por anticorpo (ADCC) para o nao glicoengendrado
("tipo selvagem") e a glicoforma G2 dos constructos de anticorpo
ICR62 humanizado I-HHB e I-HLA7. Os mesmos anticorpos foram
aplicados a duas linhagens de célula alvo diferentes. No painel A da
figura 10, a linhagem de célula alvo LN229 é usada; e no painel B
da figura 10, a linhagem de célula A431 foi usada. As células A431
sao aparentemente mais suscetiveis com respeito a morte celular
mediada por anticorpo do que as células LN229. Mais importante-

mente, a glicoengenharia realgou a poténcia de ambos os anticor-
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pos. Este efeito pareceu ser mais pronunciado para a I-HLA7 do que
para a |-HHB. A porcentagem de morte celular na concentragédo de
anticorpo maxima para a I-HHB pode ser mudada de ~ 30 % para ~
40 % introduzindo-se a variante glicoengendrada G2, quando do uso
da linhagem de célula alvo LN229. Quando do uso da linhagem de
célula A431, este valor foi aparentemente inalterado. Este compor-
tamento foi completamente diferente para o anticorpo de I-HLA7. A
morte de célula alvo na concentragdo de anticorpo maxima foi mu-
dada de cerca de 10 % para cerca de 50 %, para as células LN229,
e de cerca de 40 % para cerca de 70 % para as células A431 intro-
duzindo-se as variantes de glicoengenharia de G2. Neste caso, ape-
sar de ter atividade mais baixa no anticorpo n&o glicoengendrado
para a I-HLA7 em relacdo a |I-HHB, a classificacdo da atividade é
anulada para os anticorpos glicoengendrados. As figuras 11 e 12
também mostram comparag¢des de formas n&o glicoengendradas
(WT) e glicoformas G2 de constructos de anticorpo ICR62 quimérico
e ICR62 humanizado I-HHB e I-HLA7.

Exemplo 3

Estudo de Toxicidade Preliminar por Administragao Intravenosa (Bo-
lus) a Macacos-caranguejeiros -- Analise Bioanalitica

Introducao

Ensaio de Anti-EGFR Glico-Engendrada

[0276] Esta Analise Bioanalitica descreve a medi¢cdo de anti-

EGFR em amostras que originam-se de macacos-caranguejeiros a
seguir da administracao intravenosa (bolus) de anti-EGFR (anticorpo
anti-EGFR glicoengendrado, recombinante produzido a partir de cé-
lulas mamiferas transfectadas em cultura com vetores de expressao
de anticorpo que abrigam os genes |-HHB de cadeia pesada e os |-
KC de cadeia leve como descrito acima, e purificados como descrito

acima) como descrito no protocolo apresentado aqui abaixo. Um to-
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tal de 78 amostras de soro de macaco foram armazenadas congela-
das em cerca de -20° C até o uso.

[0277] Os métodos bioanaliticos usados para a determinagdo de
anti-EGFR usaram um método de ELISA para medir as concentragdes
séricas de anti-EGFR. Critérios de aceitacdo foram determinados em %
20 % (£ 25 % de QC baixa) para a precisao e inexatidao.

Materiais e Métodos

[0278] Objetivo: O objetivo deste estudo foi a avaliagdo de poten-
cial toxico sistémico de administragdo intravenosa (bolus) de Glyco-
mADb (anti-EGFR) aos Macacos-caranguejeiros seguido por um perio-
do de recuperacao de 8 semanas.

Tabela 8

Modelo animal |Macacos-caranguejeiros, aceito por agéncias regula-

doras, dados de fundo disponiveis.

O primata foi a espécie que nao de roedor de escolha

L porque ele sozinho conserva dois parametros criti-
Justificacdo pa- _ )
_|cos: reconhecimento do antigeno de EGFR pelo re-
ra o uso do pri _ _ N
conhecimento do anticorpo de teste, e regidao Fc de

mata
anticorpo de teste pelos receptores de Fc do sistema
imune.

Via Intravenosa (Bolus), para simular as condi¢gdes da

administracao quimica.

Tabela 9: Tratamento dos grupos e dosagens

Grupo 1 2 3
Composto Glyco-mAb(Anti-EGFR)
Dosagem (mg/kg/dia) |1,5 4,5 12

Logica para a selegao do nivel de dosagem
[0279] 1,5 a 7,5 mg/kg é a faixa esperada para estudos em seres
humanos (7,5 mg/kg sendo a dose correspondente para um composto

similar em seres humanos).
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Tabela 10: Identidade dos grupos de tratamento

Grupo| Tratamento | Dosagem | Numero de ani- | Numeros de ID de
(mg/kg/dia) mais Animal
N° Macho | Fémea Macho Fémea

1 Glyco-mAb 1,5 1 1 623 590
(Anti-EGFR)

2 Glyco-mAb 4,5 1 1 461 462
(Anti-EGFR)

3 Glyco-mAb 12 1 1 463 612
(Anti-EGFR)

N° Expressado em termos da substancia de teste como fornecido.

Tabela 11: Animais

Espécie Macaco-caranguejeiro (propésito criado).

Idade aceita Aproximadamente 15 meses.

Faixa de peso ordenada 1,5a2,5kg.
Tabela 12: Administracao de Anti-EGFR

Via Injecao intravenosa.
Tratada em Dosagens constantes em mg/kg/ocasiao.
Dosagem em volume Calculada antecipadamente, com base no

peso corporal 0 mais recentemente regis-

trado.

Volume de dose individual |1 ml/kg/dia

Frequéncia Dias 1, 8, 15 e 22, imediatamente antes da
alimentacgao.

Sequéncia Por grupo.

Sitios de dose Usando veias safenas esquerdas.

Injecao Bolus, agulha descartavel estéril nova por
animal.
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Formulagao

Um registro do uso da formulagao foi man-
tido com base nos pesos. Este equilibrio é
comparado com o0 uso esperado como uma

verificagdo da administragédo correta.

Tabela 13: Observacgdes clinicas

de gaiola

Animais e suas bandejas\Visualmente inspecionados pelo menos

duas vezes diariamente quanto a evidén-
cia de reacdo para o tratamento ou ma

saude.

Desvios do normal registra-Natureza e severidade.

dos no tempo em relagdo a [Data e tempo do inicio.

Duracéo e progresso da condigao obser-

vada.

Exame fisico

Uma vez toda semana para todos os ani-

mais.

dejas de gaiola

Registros diarios das ban-Quanto a vémito, sangue, diarréia, etc.

Tabela 14: Frequéncia de dosagem:

Frequéncia 1. Imediatamente pré-dose.
2. 2 a 2 horas depois da conclusdo da dosa-
gem.

3. Ainda possivel no dia de trabalho.

Sitios de injecao Diariamente.

Tabela 15: Toxicocinética

Dia |Animais Horas de tempos de amostra depois da dosa-

gem.

1 Todos os animais |1, 4, 12, 24, 72, 120.

8 [Todos os animais Pré-dose, 1 hora pds-dose (169 horas depois
da dose do Dia 1).
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Dia |Animais

Horas de tempos de amostra depois da dosa-

gem.

15 [Todos os animais Pré-dose, 1 hora pos-dose (337 horas depois

da dose do Dia 1).

22 [Todos os animais |Pré-dose, 1 hora pés-dose (505 horas depois

da dose do Dia 1).

29 [Todos os animais [672 horas depois da dose do Dia 1.

Tabela 16: Amostras

Sitio de amostra |Veia adequada.

te/Volume da

Amostra

Anticoagulan- Nenhum anticoagulante/0,7 ml.

amostras tomadas

Numero total das{104.

Separacgéo do soroPor centrifugagdo na temperatura ambiente a me-
nos que de outro modo indicado para fornecer um

minimo de 0,3 ml, onde possivel.

Armazenamento [Tubos plasticos apropriadamente rotulados.
do soro Congelado (aproximadamente -20° C), enquanto

esperando a bioanalise.

Histologia

Tabela 17: Fixacido do Tecido

Padrao 10 % de Formalina Tamponada Neutra.

Outros Testes e epididimidas: Inicialmente em fluido de Bouin.

Olhos:

Inicialmente em fluido de Davidson.

Tabela 18: Histologia

Processamento

Todos os animais.

Coloracao de rotina

4 a 5 um de segdes tingidas com hematoxilina e

eosina.

Procedimento de Imunoensaio
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[0280] Uma placa foi revestida com 100 ul por cavidade de solu-
¢ao de revestimento (5 ul de IgG anti-humana de ovelha (IgG absorvi-
da por macaco, o Sitio de Ligacdo, UK) adicionados a 11495 ul de
tampao de bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) e incubados durante aproxi-
madamente 2 horas na temperatura ambiente. A placa foi lavada 3 ve-
zes com 400 ul por cavidade de solugcdo de lavagem (PBS (Sigma
Chemical Co., UK) 0,01 % (v/v) de Triton-X100 (Sigma Chemical Co.,
UK)) e seco por esvaziamento por pungao.

[0281] O tampéao de ensaio (1 % p/v de BSA, Sigma Chemical Co.,
UK) foi adicionado a 200 ul por cavidade e incubado durante aproxima-
damente 1 hora na temperatura ambiente. A placa foi lavada 3 vezes
com 400 ul por cavidade de solugao de lavagem e seca por esvaziamen-
to por puncao.

[0282] Os padrdes de calibragcdo, Controles de Qualidade (QC)
e/ou amostras foram adicionados a 100 pul por cavidade e incubados
durante aproximadamente 2 horas na temperatura ambiente, depois
do que a placa foi lavada 3 vezes com 400 pl por cavidade de solu-
¢ao de lavagem e seca por esvaziamento por pungao.

[0283] A solugao conjugada (6 ul de conjugado de capa-HRP
anti-lgG humana de cabra (Bethyl Laboratories Inc., USA) adiciona-
do a 12 ml tamp&o de ensaio) foi adicionada a 100 ul por cavidade e
incubada durante aproximadamente 1 hora na temperatura ambien-
te. A placa foi lavada 3 vezes com 400 ul por cavidade de solugao
de lavagem e seca por esvaziamento por puncao.

[0284] Trimetilbenzidina (TMB; Europa Bioproducts, Ely, UK) foi
adicionada a 100 ul por cavidade. A placa foi coberta e incubada du-
rante aproximadamente 15 minutos na temperatura ambiente. 100 pnl
de solugédo de parada (0,5 M de HCI, Fisher, UK) depois foram adi-
cionados a cada cavidade. As absorbéancias foram lidas a 450 nm

(filtro de referéncia 630 nm) em um leitor de microplaca DYNATECH
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MRX (Mettler Instruments, UK).

Resultados e Debate

Analise da Amostra de Teste

[0285] As concentracdes de anti-EGFR foram medidas por um
método de imunoensaio (ELISA) em 78 amostras de soro de maca-
co geradas de acordo com o protocolo descrito aqui acima. Estes
resultados sdo apresentados nas Tabelas 19 a 21, abaixo.

Tabela 19

Concentragcao sérica de anti-EGFR em soro de macaco (ug/ml) a
seguir da administracgdo intravenosa de 1,5 mg/kg de anti-EGFR nos
dias 1, 8, 15 e 22

(Grupo 1)
Ponto no tempo Numero do animal o
1M6231F590 media >
Dia 1 1 hora 33,42 30,86 32,14 1,8
Dia 1 4 horas 27,33 27,49 27,41 0,1
Dia 1 12 horas 13,09 17,01 15,05 2,8
Dia 1 24 horas 9,656 9,468 9,562 0,1
Dia 1 72 horas 2,528 0,786 1,657 1,2
Dia 1 120 horas 0,845 0,431 0,638 0,3
Dia 8 pré-dose 0,538 0,287 0,413 0,2
Dia 8 1 hora 30,02 19,07 24,55 7,7
Dia 15 pré-dose 0,902 0,382 0,642 0,4
Dia 15 1 hora 17,91 33,08 25,50 10,7
Dia 22 pré-dose 1,065 0,595 0,830 0,3
Dia 22 1 hora 19,41 33,00 26,21 9,6
Dia 1 672 horas 1,202 0,362 0,782 0,6
sddesvio padrao
Tabela 20

Concentragao sérica de anti-EGFR em soro de macaco (ug/ml) a se-

Peticio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 141/197



137/185

guir da administragéo intravenosa de 5,0 mg/kg de anti-EGFR nos dias

1,8,15e 22
(Grupo 2)
Ponto no tempo Numero do animal Média sd
2M 4612F 462
Dia 1 1 hora 32,45 29,51 30,98 2,1
Dia 1 4 horas 32,39 29,57 30,98 2,0
Dia 1 12 horas 28,05 25,88 26,97 1,5
Dia 1 24 horas 23,70 23,78 23,74 0,1
Dia 1 72 horas 14,03 14,38 14,21 0,2
Dia 1 120 horas 10,42 8,137 9,279 1,6
Dia 8 pré-dose 4,672 3,683 4,178 0,7
Dia 8 1 hora 25,91 31,06 28,49 3,6
Dia 15 pré-dose 5,752 5,450 5,601 0,2
Dia 15 1 hora 32,20 35,38 33,79 2,2
Dia 22 pré-dose BLQ 6,497 3,249 -
Dia 22 1 hora 26,98 30,23 28,61 2,3
Dia 1 672 horas BLQ 4,845 2,423 -

BLQabaixo do limite de quantificagéo (< 0,195 pug/ml)

Sddesvio padrao

Note:BLQ entraram como zero nos calculos

Tabela 21

Concentragao sérica de anti-EGFR em soro de macaco (ug/ml) a se-

guir da administracao intravenosa de 15 mg/kg de anti-EGFR nos dias

1,8,15¢e 22

(Grupo 3)

Ponto no tempo Numero do animal Média sd
3M 4633F 612

Dia 1 1 hora 262,2 168,0 2151 66,6

Dia 1 4 horas 223,3 174,5 198,9 34,5
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Ponto no tempo Numero do animal Média sd
3M 4633F 612
Dia 1 12 horas 164,9 165,7 165,3 0,6
Dia 1 24 horas 141,7 146,0 143,9 3,0
Dia 1 72 horas 99,54 86,64 93,09 9,1
Dia 1 120 horas 86,64 69,08 77,86 12,4
Dia 8 pré-dose 65,86 45,21 55,54 14,6
Dia 8 1 hora 2821 209,9 246,0 51,1
Dia 15 pré-dose 98,43 71,21 84,82 19,2
Dia 15 1 hora 385,9 231,4 308,7 109,2
Dia 22 pré-dose 117.,3 105,6 111,5 8,3
Dia 22 1 hora 2341 402,5 318,3 119,1
Dia 1 672 horas 127,5 122,9 125,2 3,3

sddesvio padrao

Exemplo 4

Estudo de toxicidade preliminar por administragao intravenosa (bolus) aos
macacos-caranguejeiros -- Toxicocinética

Sumario

[0286] Trés grupos de macacos-caranguejeiros (1 macho e 1 fémea
por grupo) foram administrados com doses de bolus intravenosas de anti-
EGFR nos Dias 1, 8, 15 e 22 de um estudo de toxicidade de 28 dias de
modo a avaliar a exposigao sistémica dos animais a anti-EGFR. Concen-
tracoes séricas de anti-EGFR em amostras coletadas até 672 horas de-
pois da primeira dose foram determinadas por meio de um método de
imunoensaio. A analise farmacocinética da concentragao sérica-dados de

tempo resultou nos parametros farmacocinéticos seguintes:

Tabela 22
DOSG An|ma| Cmax TmaxAUCt AUC CL Vss k t1/2
(mg/kg) (ug/mL) [(h) |(ug.h/mL)|(ug.h/mL) (mL/h/kg)[(mL/kg) |(1/h) (h)

1,5 1M623[33,42 |1 830,44 849,4 1,778 60,79 |0,0214 (32,5
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Dose Anlmal Cmax TmaxAUCt AUC CL VSS k t1/2
(mg/kg) (ug/mL) [(h) (ug.h/mL)|(ug.h/mL) (mL/h/kg)(mL/kg) [(1/h)  |(h)

1,5 1F590(30,86 |1 [748,4 774,92  1,962° [57,85% 0,0105% |66,0°

4,5 2M46132,45 |1 [2537 3005 1,488 (133,6 |0,0110 63,1

4,5 2F462 29,57 |4 [2378 2719 1,663 [133,2 0,0121 57,4

12 3M4631262,2 |1 |18310 [29870% |0,4058% [71,33% |0,0056% |124,3°

12 3F612(174,5 |4 [15980 [21400% (0,5552% 66,94 (0,0082% |84,4°

a O valor é uma estimativa visto que os dados nao satisfizeram todos os cri-
térios de aceitacao definidos no Processamento de Dados e deve ser trata-

da com cautela

[0287] Os relacionamentos entre as areas nas curvas de concen-
tracdo-tempo de anti-EGFR sérico (AUC16s) € nivel de dose no Dia 1

sao apresentados abaixo:

Tabela 23

Nivel de dose |Nivel de dose Razao de AUC 168
(mg/kg/ocasiao) razao Machos Fémeas
1,5 1 1 1
4,5 3,0 3,1 3,2
12 8,0 22,0 21,4

[0288] A taxa e extensdao da exposicao sistémica de macacos a
anti-EGFR, caracterizadas por AUC+es, aumentou aproximada e pro-
porcionalmente com dose crescente sobre a faixa de dose de 1,5 a 4,5
mg/kg/ocasido mas em mais do que o aumento de dose proporcional
sobre a faixa de dose de 4,5 a 12 mg/kg/ocasiao no Dia 1. Na dose
mais alta (12 mg/kg/ocasiao) o AUC1es foi cerca de 2,8 vezes mais alto
do que aquele prognosticado por um relacionamento linear.

[0289] A extensdo (AUC+es) da exposicéo sistémica de macacos
fémeas a anti-EGFR foi geralmente similar a exposicdo em macacos

machos.
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[0290] Depois de doses intravenosas repetidas, as concentragdes
séricas de pré-dose de anti-EGFR foram geralmente mais altas do que
aqueles valores depois de uma dose unica e indicou 0 acumulo de an-
ti-EGFR no soro por todo o periodo do estudo.

[0291] A meia-vida terminal pode n&o ser estimada adequadamen-
te para todos os animais, mas onde ela pode ser estimada foi na faixa
de 32,5 a 63,1 horas, e pareceu aumentar com a dose em animais
machos. A liberacido de soro total de anti-EGFR pareceu ser indepen-
dente da dose sobre a faixa de 1,5 a 4,5 mg/kg/ocasido mas foi redu-
zida no nivel de dose de topo em macacos machos e fémeas.

[0292] Em conclusdo, a extensdo da exposi¢cao sistémica de ma-
cacos-caranguejeiros a anti-EGFR pareceu ser caracterizada por ciné-
tica ndo linear (dependente de dose) sobre a faixa de dose de 1,5 a 12
mg/kg/ocasido no Dia 1 do estudo de toxicidade intravenosa. Aumen-
tando a dose de anti-EGFR acima de 4,5 mg/kg/ocasido é provavel
resultar em uma exposigao sistémica mais alta do que seria prognosti-
cado a partir de um relacionamento linear, que € compativel com a
possibilidade de um processo limitado de capacidade para a elimina-
cao de anti-EGFR.

[0293] Além disso, o estudo também forneceu evidéncia que em
geral nao houve nenhuma diferenga na exposigao sistémica de maca-
cos machos e fémeas a anti-EGFR e que houve acumulo depois da
administracao intravenosa repetida.

Introducao

[0294] Trés grupos de um macaco-caranguejeiro macho e um fé-
mea foram administrados com anti-EGFR por inje¢cao de bolus intrave-
nosa, em niveis de dose de 1,5, 4,5 e 12 mg/kg/ocasido nos Dias 1, 8,
15 e 22 de um estudo de toxicidade preliminar. Amostras de sangue
foram tiradas de cada animal nos pontos no tempo seguintes a seguir

da administragdo no Dia 1: 1, 4, 12, 24, 72 e 120 horas pos-dose.
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Além disso, as amostras foram tomadas pré-dose e em 1 hora pos-
dose nos Dias 8, 15 e 22 e em 672 horas depois da primeira dose no
Dia 1. O soro separado foi congelado em cerca de -20° C antes da
analise de concentragdes séricas de anti-EGFR por um método de
imunoensaio.

Abreviacdes

AUC Area sob a curva de concentracdo sérica-tempo ao tempo
infinito

AUC1es  Area sob a curva de concentracdo sérica-tempo durante um

intervalo de dosagem de 168 horas

BLQ Abaixo do limite de quantificagao

ca Aproximadamente

CL Liberacao de soro total

Cmax Concentragao sérica maxima

F Fémea

k Constante de taxa terminal

M Macho

ty Meia-vida terminal

Tmax Time no qual Cmax ocorreu

Vss Volume de distribuicdo no estado estacionario

Anticorpo usado para o estudo
[0295] Glyco-mAb (Anti-EGFR), um anticorpo anti-EGFR engen-

drado em Fc para afinidade de ligagao do receptor Fc-FcgamaRlIll au-

mentada e ADCC aumentada, foi produzido, purificado e caracterizado
como descrito acima. Brevemente, o anticorpo foi produzido por co-
transfeccao de células HEK-293-EBNA com vetores de DNA de plas-
mideo para a expressao da cadeia pesada de anticorpo I-HHB, cadeia
leve de anticorpo I-KC, GnT-lll e Manll. Uma versao linearmente au-
mentada do método de transfecgao descrito acima foi utilizada, mono-

camadas de célula de transfec¢do cultivadas em garrafas cilindricas
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ao invés de frascos T. Uma etapa cromatografica de troca de anion de
fluxo atravessante adicional usando matriz de Q-sefarose foi incluida
no processo de purificagdo imediatamente antes da etapa cromatogra-
fica de exclusao por tamanho descrita acima.

[0296] O padrao de glicosilagédo do anticorpo engendrado em Fc
foi analisado como descrito acima usando espectrometria de MAL-
DI/TOF-MS de oligossacarideos derivados de Fc enzimaticamente li-
berados. O perfil de oligossacarideo é mostrado na figura 23.

[0297] A ligacdo ao EGFR humano e EGFR de macaco foi de-
monstrada por ligacdo de célula inteira como descrito acima usando
células A431 e COS-7, respectivamente, e analise com base em
FACS. As curvas de ligacdo sdo mostradas nas figuras 24 e 25 res-
pectivamente.

[0298] A ligacao do receptor FcgamaRIIl aumentada que resulta da
engenharia de Fc aplicada foi demonstrada como descrito acima usan-
do ligagao de célula inteira as células CHO engendradas para a expres-
séo superficial de FcgamaRIIl humano e andlise com base em FACS.
Os resultados sao mostrados na figura 26. Adicionalmente, o anticorpo
engendrado tem grau equivalente de engenharia de Fc ao anticorpo
"Glyco-2" (75 % em oligossacarideos de Fc sendo do tipo n&o fucosila-
do) descrito em outra parte (Ferrara, C. et al., J Biol Chem. 5 de Dez de
2005; [E-publication ahead of print]). Tais anticorpos engendrados em
Fc tém até 50 vezes a afinidade de ligacdo aumentada para FcgamaRlll
humano em relagcdo a um anticorpo ndo engendrado em Fc padrao
(Constante de dissociacédo no equilibrio de 15 e 150 nM para as varian-
tes polimodrficas 158V e 158F do receptor humano vs. 750 e 5000 nM
para as mesmas variantes do receptor, respectivamente, quando da
ligacao aos anticorpos de IgG1 humana ndo engendrados em Fc).
[0299] ADCC foi medido como descrito acima usando duas linha-

gens de célula alvo: células de carcinoma pulmonar humano A549 e
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células de queratindcito de macaco-caranguejeiro CYNOM-K1. Os re-
sultados sdo mostrados nas figuras 27 e 28, respectivamente.
Processamento de dados

[0300] Os parametros farmacocinéticos foram calculados usando o
programa de computador WinNonlin Pro versao 3.3 (Pharsight Corpo-
ration, USA).

[0301] Todas as concentragcbdes séricas fornecidas como parte
deste estudo foram relatadas para 4 figuras significantes ou 3 posigdes
decimais. Os parametros farmacocinéticos foram relatados como se-
gue: Cmax, AUC1es, CL e Vss para 4 figuras significantes; k para 4 po-
sicdes decimais; ty, para 1 posicao decimal.

[0302] Os valores que foram BLQ (< 0,195 pg/mL) foram introduzi-
dos como zero no processamento farmacocinético.

Toxicocinéticos

[0303] Concentragdes séricas maximas de anti-EGFR (Cmax) e
seus tempos de ocorréncia (Tmax) foram os valores observados. As
areas sob as curvas de concentracdo-tempo de anti-EGFR sérico den-
tro de um intervalo de dosagem de 168 horas (AUC1es), foram estima-
dos pela regra trapezoidal linear. No calculo de valores de AUC1ss as
concentracdes de anti-EGFR séricas em zero hora foram estimadas
por extrapolacdo reversa usando analise de regressao linear de log,
com base nos primeiros dois tempos de amostragem, entretanto, se a
concentragao sérica nao diminuiu durante este periodo entdo a con-
centragao sérica em zero hora foi considerada ser equivalente a con-
centragao no primeiro tempo de amostragem. As areas sob as curvas
de concentragao-tempo de anti-EGFR sérico ao tempo infinito (AUC),
foram estimadas pela expressao seguinte:

AUC = AUC1es + Clast/k

[0304] Onde Clast é a concentragéo sérica prognosticada no ulti-

mo ponto de amostra quantificavel e k é a constante de taxa terminal.
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[0305] As constantes de taxa terminal (k) foram estimadas ajus-
tando-se uma regressao linear de concentragao de log contra o tempo.
Para a estimativa de k ser aceita como confiavel, os critérios seguintes
foram impostos:

1. Os pontos de dados terminais foram aparentemente dis-
tribuidos aleatoriamente em torno de uma unica linha reta (na inspe-
¢éo visual)

2. Um minimo de 3 pontos de dados estava disponivel para
a regressao

3. O coeficiente de regressao foi = 0,95, e a fragdo da vari-
ancia considerada foi =2 0,90

4. O intervalo incluindo os pontos de dados escolhidos para a
regressao foi pelo menos duas vezes maior do que a meia-vida por si s6
[0306] Meias-vidas terminais (t») foram calculadas como In2/k. A
liberagdo de soro total (CL) foi calculada como Dose/AUC. O volume
de distribuicdo no estado estacionario (Vss) foi calculado como Do-
se.AUMC/AUC2. O acumulo (R) foi avaliado como a razdo da concen-
tracdo minima a seguir da ultima dose (Dia 22) para a concentragao
minima a seguir da primeira dose (Dia 1) isto € a concentragao sérica
em 672 horas/concentragao sérica em 168 horas (pré-dose no Dia 8).

Resultados e Debate

[0307] Amostras de sangue foram tiradas até 120 horas depois da
dosagem no Dia 1; na pré-dose e 1 hora pos-dose nos Dias 8, 15 e 22, e
em 672 horas pos dosagem no Dia 1 durante um estudo de toxicidade
para avaliar a exposicao sistémica de macacos machos e fémeas a anti-
EGFR a seguir da administragcao de bolus intravenosa de anti-EGFR em
niveis de dose de 1,5, 4,5 e 12 mg/kg/ocasiao nos Dias 1, 8, 15 e 22 do
estudo. As concentracoes séricas de anti-EGFR em amostras tiradas até
168 horas pés-dose sdo apresentadas nas Tabelas 27 a 29, e os perfis

de concentragao sérica-tempo médios s&o ilustrados nas figuras 18 e 19.
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[0308] Parametros farmacocinéticos de anti-EGFR sao apresenta-

dos na Tabela 50, e os valores de AUC 168 sdo resumidos abaixo:

Tabela 24

Nivel de dose AUC168 (ug.h/mL)
(mg/kg/ocasiéo) Machos Fémeas

1,5 830,4 7484

4,5 2537 2378

12 18310 15980

[0309] Os tempos nos quais as concentracdes séricas maximas

ocorreram (Tmax) foram geralmente 1 hora pds-dose (o0 primeiro ponto
de amostra) mas ocorreram em 4 horas pés-dose (0 segundo ponto de
amostra) em fémeas 2F462 (4,5 mg/kg) e 3F612 (12 mg/kg). Entretan-
to, para ambas estas fémeas, as concentragcdes em 4 horas pds-dose
foram muito similares aquelas concentragcdes em 1 hora pés-dose e
estavam provavelmente dentro da variabilidade do ensaio. Portanto o
retardo aparente em Tmax é improvavel ser de qualquer importancia.
[0310] As concentragdes séricas de anti-EGFR antes da dose
subsequente foram quantificaveis em todos os animais exceto no ma-
cho 2M461 no Dia 22 (4,5 mg/kg/ocasiao de nivel de dose) portanto,
em geral, os animais foram continuamente expostos a concentragcdes
quantificaveis de anti-EGFR durante um intervalo de dosagem.

[0311] Os relacionamentos entre areas sob as curvas de concen-
tracdo-tempo de anti-EGFR sérico (AUC1es) € nivel de dose no Dia 1

sao apresentados abaixo:

Tabela 25

Nivel de dose |Nivel de dose Razédo de AUC 1es
(mg/kg/ocasiéo) razao Machos Fémeas
1,5 1 1 1
4,5 3,0 3.1 3,2
12 8,0 22,0 21,4
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[0312] A taxa e extensao da exposicio sistémica de macacos a
anti-EGFR, caracterizada por AUC1ss, aumentaram aproximada e
proporcionalmente com a dose crescente sobre a faixa de dose de
1,5 a 4,5 mg/kg/ocasido mas em mais do que o aumento de dose
proporcional sobre a faixa de dose de 4,5 a 12 mg/kg/ocasiédo no Dia
1. Na dose mais alta (12 mg/kg/ocasiao) o AUC1es foi cerca de 2,8
vezes mais alto do que aquele prognosticado por um relacionamento
linear (figura 20).

[0313] A extensdo (AUC+es) da exposicao sistémica de macacos
fémeas a anti-EGFR foi geralmente similar a exposicdo em macacos
machos.

[0314] Depois de doses intravenosas repetidas, as concentra-
¢des séricas de pré-dose de anti-EGFR foram geralmente mais altas
do que aqueles valores depois de uma dose unica (figuras 21 a 22)
e indicaram acumulo de anti-EGFR no soro por todo o periodo do
estudo. Este acumulo foi geralmente mais baixo em fémeas do que
em machos, exceto no nivel de dose mais alto. As razbées das con-
centragbes minimas (pré-dose) a seguir da ultima dose no Dia 22
(672 horas depois da dose do Dia 1) para a concentragdo minima a

seguir da primeira dose no Dia 1 sdo apresentadas na Tabela 26,

abaixo:
Tabela 26
Nivel de dose R
(mg/kg/ocasiao) Machos Fémeas
1,5 2,23 1,26
4.5 * 1,32
12 1,94 2,72
*Pode nao ser calculado visto que a concentragdo minima foi BLQ

[0315] As constantes de taxa terminal (k), e meias-vidas termi-

nais correspondentes (t,), de anti-EGFR no Dia 1 sao apresentadas

Peticao 870220010719, de 07/02/2022, pég. 151/197




147/185

na Tabela 30. A meia-vida terminal pode n&o ser estimada adequa-
damente para todos os animais, mas onde ela pode ser estimada
estava na faixa de 32,5 a 63,1 horas, e pareceu aumentar com a do-
se em animais machos. A liberacdo de soro total de anti-EGFR pa-
receu ser independente da dose sobre a faixa de 1,5 a 4,5
mg/kg/ocasido mas foi reduzida no nivel de dose mais alto em ma-
cacos machos e fémeas.

[0316] Em conclusdo, a extensdo da exposi¢cdo sistémica de
macacos-caranguejeiros a anti-EGFR pareceu ser caracterizada por
cinética nao linear (dependente de dose) sobre a faixa de dose de
1,5 a 12 mg/kg/ocasido no Dia 1 do estudo de toxicidade intraveno-
sa. Aumentando a dose de anti-EGFR acima de 4,5 mg/kg/ocasiao &
provavel resultar em uma exposicao sistémica mais alta do que seria
prognosticado a partir de um relacionamento linear, que € compati-
vel com a possibilidade de um processo limitado de capacidade para
a eliminacao de anti-EGFR.

[0317] Além disso, o estudo também forneceu evidéncia que em
geral ndo houve nenhuma diferengca na exposicéo sistémica de ma-
cacos machos e fémeas a anti-EGFR e que houve acumulo depois
da administracao intravenosa repetida.

Tabela 27

Concentragdes séricas (ug/ml) de anti-EGFR em soro de macaco a
seguir da administracdo intravenosa de 1,5 mg/kg de anti-EGFR nos
Dias 1, 8, 15e 22

Ponto no tempo Numero do animal

1M 623 1F 590
Dia 1 1 hora 33,42 30,86
Dia 1 4 horas 27,33 27,49
Dia 1 12 horas 13,09 17,01
Dia 1 24 horas 9,656 9,468
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Ponto no tempo Numero do animal

1M 623 1F 590
Dia 1 72 horas 2,528 0,786
Dia 1 120 horas 0,845 0,431
Dia 8 pré-dose 0,538 0,287
Dia 8 1 hora 30,02 19,07
Dia 15 pré-dose 0,902 0,382
Dia 15 1 hora 17,91 33,08
Dia 22 pré-dose 1,065 0,595
Dia 22 1 hora 19,41 33,00
Dia 1 672 horas 1,202 0,362
Tabela 28

Concentragdes séricas (ug/ml) de anti-EGFR em soro de macaco-
caranguejeiro a seguir da administracao intravenosa de 4,5 mg/kg de
anti-EGFR nos Dias 1, 8, 15 e 22

Ponto no tempo Numero do animal

2M 461 2F 462
Dia 1 1 hora 32,45 29,51
Dia 1 4 horas 32,39 29,57
Dia 1 12 horas 28,05 25,88
Dia 1 24 horas 23,70 23,78
Dia 1 72 horas 14,03 14,38
Dia 1 120 horas 10,42 8,137
Dia 8 pré-dose 4,672 3,683
Dia 8 1 hora 25,91 31,06
Dia 15 pré-dose 5,752 5,450
Dia 15 1 hora 32,20 35,38
Dia 22 pré-dose BLQ 6,497
Dia 22 1 hora 26,98 30,23
Dia 1 672 horas BLQ 4,845
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Concentragdes séricas (ug/ml) de anti-EGFR em soro de macaco-

caranguejeiro a seguir da administragcédo intravenosa de 12 mg/kg de
anti-EGFR nos Dias 1, 8, 15 e 22

Ponto no tempo

Numero do animal

1M 623 IF 590
Dia 1 1 hora 262,2 168,0
Dia 1 4 horas 223,3 174,5
Dia 1 12 horas 164,9 165,7
Dia 1 24 horas 141,7 146,0
Dia 1 72 horas 99,54 86,64
Dia 1 120 horas 86,64 69,08
Dia 8 pré-dose 65,86 45,21
Dia 8 1 hora 282,1 209,9
Dia 15 pré-dose 98,43 71,21
Dia 15 1 hora 385,9 231,4
Dia 22 pré-dose 117.,3 105,6
Dia 22 1 hora 234,1 402,5
Dia 1 672 horas 127,5 122,9
Tabela 30

Parametros farmacocinéticos de anti-EGFR no Dia 1 da administracéo

intravenosa semanal de anti-EGFR aos macacos-caranguejeiros

Dose | Animal | Cmax | Tma | AUCi | AUC [ CL Vss k(1h) [ tr(h)
(mg/kg) (ug/m | x(h) | (ug.n/ | (ug.h/ | (mL/h/k | (mL/kg)

L) mL) mL) 9)
1,5 1M623 | 3342 | 1 8304 | 8494 1,778 | 60,79 0,0214 | 325
1,5 1F590 | 30,86 | 1 7484 77497 | 19622 | 57,85° 0,0105% | 66,0°
4.5 2M461 | 3245 | 1 2537 3005 1.488 133,6 0,0110 | 63,1
4.5 2F462 | 2957 | 4 2378 2719 1.663 133,2 0,121 574
12 3M463 | 2622 | 1 18310 | 29870® | 0,40582 | 71,33° 0,0056% | 124,3°
12 3F612 | 1745 | 4 15980 | 21400% | 0,5552°2 | 66,94° 0,0082% | 84,42

a8 O valor é uma estimativa visto que os dados nao satisfizeram todos
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os critérios de aceitagao definidos no Processamento de Dados e deve
ser tratado com cautela

Quimica do Sangue e Hematologia

[0318] Amostras de sangue foram tiradas da veia femoral de ma-
cacos cinomolgos que foram administrados com uma inje¢cdo de bolus
intravenosa de anti-EGFR GlycoMAB nos dias 1, 8, 15, e 22. As amos-
tras foram tiradas do membro ndo usado para a administracdo da do-
se, a seguir da privagdo noturna de alimento (nenhum falecido). As
amostras foram examinadas no pré-tratamento, trés dias depois da
segunda dose, e na finalizagdo quanto aos parametros seguintes,
usando heparina de litio como anticoagulante:

Fosfatase alcalina

Alanina amino-transferase

Aspartato amino-transferase

Bilirrubina - total

Uréia

Creatinina

Glicose

Colesterol - total

Triglicerideos

Sadio

Potassio

Cloreto

Célcio

Fosforo

Proteina total

Eletroforetograma de proteina

Raz&o de albumina/globulina
[0319] Os dados de anadlise da quimica do sangue de macaco-

caranguejeiro normal médios s&o apresentados na Tabela 31.
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Tabela 31
Macacos-caranguejeiros (origem Mauritius) -- Quimica do sangue
Para- |se |n 1% | 5% 50% |95% |99% | média |s.d.
metro | xo
ALP M | 949 | 837 | 1339 | 2147 | 3201 | 3899 | 21755 | 565,44
F | 881 |946 | 1342 | 2144 | 3163 | 3740 | 2164,1 | 552,82
ALP-N M | 511 |481 |579 | 881 1453 | 1771 | 928,0 260,88
F 499 |427 |546 | 846 1362 | 1694 | 8795 | 240,24
ALT M | 1489 | 24 30 50 87 127 53,7 19,07
F | 1407 | 23 28 46 84 111 49,3 18,65
AST M | 1487 | 26 30 41 63 101 43,6 17,57
F | 1404 | 25 29 39 61 89 41,7 13,59
gGT M | 663 |95 118 | 178 | 292 342 188,5 52,47
F |641 |81 102 | 153 |232 | 266 158,6 | 38,38
LAP M | 207 |18 26 40 79 217 451 28,25
F 1205 |15 20 35 62 89 37,1 12,73
GLDH |M | 159 10 17 35 126 20,1 16,46
F | 159 8 15 27 35 16,3 5,97
Biliru- | M | 1494 | 1 1 3 8 11 3,8 2,04
bina
F 1413 | 1 2 4 8 11 41 2,07
LDH M |99 160 | 596 | 808 1166 | 2029 | 838,3 218,75
F |82 477 529 | 711 945 1021 | 715,0 117,07
CPK M | 331 |68 83 179 | 713 1867 | 287,4 | 464,03
F 335 |57 77 184 | 925 2628 | 309,7 534,02
bili indir | M| 59 1 10 11 4,2 2,15
F |57 1 5 7 3,6 1,13
bilirru- | M | 59 0 0 2 3 0,2 0,65
bina
direta
F |57 0 0 0 1 3 0,2 0,52
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Para- |se |n 1% | 5% 50% |95% |99% | média |s.d.
metro | xo
acidos |M |38 |09 |25 6,4 153 |234 |7,38 4,574
biliares

F |38 |14 |30 7,0 129 |178 | 741 3,474
uréia M | 1457 | 3,01 | 3,66 |550 | 8,81 10,53 | 5,775 | 1,5710

F | 1379 | 2,77 | 3,42 |533 |85 [990 |5559 |1,5432
creat- | M | 1458 | 55 59 71 87 94 71,6 8,67
nina

F | 1383 | 56 60 72 87 85 72,7 8,36
glicose | M | 1455 (222 | 264 |3,71 |521 |637 |3809 |08135

F 1380|223 265 [363 |518 [6,34 |3,735 |0,7990
coles- |M | 1455|169 {193 |268 |[355 |396 |2706 |1,4909
terol

F 1382|183 [2,15 [286 |[3,69 |405 |288 |0,4813
col M |45 126 (1,34 | 1,79 (223 |259 |1,784 |0,3128
HDL

F |45 1,09 (1,31 [ 182 (243 |255 |1844 |0,3179
col M |45 0,00 {0,00 {000 |003 |0,41 |0,004 |0,0175
VLDL

F |45 0,00 (0,00 (000 |02 |[0,49 |0,012 |0,0370
NEFA M |132 |00 [0,28 |098 |[1,84 |244 |0994 |0,4700

F (132 |014 |0,22 [106 |19 |218 |1,070 |0,4704
triglice- | M | 1453 | 0,26 | 0,32 | 0,53 | 0,86 |1,30 | 0,561 0,2051
rideos

F 1374|026 [0,34 | 057 (090 |[114 |0587 |0,1778
Ph 64 165 [ 168 [218 [291 |315 |2254 |0,3769
lipideo

F |49 1,77 [ 1,83 | 244 (291 |298 |2405 |0,3267
acido 17 0 0 0 8 8 1,1 2,34
urico

F |17 0 0 0 1 1 04 0,51
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Para- |se |n 1% | 5% 50% |95% |99% | média |s.d.
metro | xo
Na M | 1461 | 141 | 142 | 147 | 152 155 146,8 | 3,00

F 11382 |140 | 142 | 147 | 153 157 1473 | 3,34
K M | 1460 |32 |34 4,0 5,0 5,6 4,08 0,511

F 138232 |33 4,0 4,9 54 4,01 0,484
Cl M | 1461|102 | 104 |108 | 112 115 107,7 | 2,71

F 11382 |102 | 104 |108 | 113 116 1084 | 2,83
Ca M | 1462 | 2,31 239 |256 |276 |287 |2568 |0,1176

F 11382 (232 |239 |257 |277 |28 |2572 |0,1168
Phos |M |1172 1,16 |[140 [193 |243 |269 |1,921 0,3126

F 11098 | 1,17 | 1,37 [184 |235 |260 |1,844 |0,2978
col M |45 054 (062 (1,20 (1,87 [192 |1253 |0,3694
LDL

F |45 069 (0,78 (1,19 | 183 |[1,88 |1233 |0,2906
bicar- |M [288 |7 10 17 22 25 16,5 3,51
bonato

F |283 |6 10 16 22 25 15,9 3,81
protei- 1455 | 71 74 80 87 90 80,2 4,06
na total

F 1381 |71 74 81 89 92 81,2 4,32
albu- 346 | 34 38 43 46 49 42,6 2,67
mina
(quimi-
ca)

F |342 |36 38 43 47 49 42,7 2,60
albu- 1089 | 33 36 45 51 54 44,3 4,46
mina

F | 1019 | 34 37 45 52 55 44,7 4,58
globu- 289 |31 32 36 41 45 36,3 2,83
lina

F 1285 |30 32 37 43 48 37,5 3,59
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Para- |se |n 1% | 5% 50% |95% |99% | média |s.d.
metro | xo

razzo |M |[340 |0,79 |098 |[1,17 |139 |145 |1172 |0,1215
de A/G

(quimi-

ca)

F 336 |[084 |09 [114 |134 |142 |1,143 |0,1274
razao 1068 | 068 0,80 | 1,26 |165 |1,82 |1252 |0,2522
de A/IG

F 998 |067 0,79 [126 |1,66 | 1,81 1,247 | 0,2647
A1 1105 | 2 2 3 4 4 2,8 0,62
globu-
lina

F 11035 |2 2 4 5 2,8 0,64
A2 1105 | 3 3 4 7 42 0,92
globu-
lina

F 1035 |3 3 4 6 7 42 1,01
beta 1105 | 12 13 16 22 24 16,6 2,63
Globu-
lina

F 1035 |12 13 16 22 25 16,8 2,85
gama 1105 | 8 9 12 17 18 12,6 2,26
Globu-
lina

F | 1035 9 13 17 20 13,1 2,52
Aldo- 96 14 21 38 57 22,0 7,48
lase

F |97 10 13 19 48 84 21,9 11,91
CHE 17 4159 | 4159 | 5745 | 9160 | 9160 |5919,8 | 1181,68
plas-
matico
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Para- |se |n 1% | 5% 50% [95% |99% | média | s.d.
metro | xo
F |17 3371|3371 | 5869 | 8367 | 8367 |5689,2 | 151298
CRP 57 0,00 | 0,000 | 0,002 | 0,013 | 0,026 | 0,0032 | 0,00414
0
F |56 0,00 | 0,000 | 0,002 | 0,004 | 0,007 |0,0017 | 0,00167
0
T3 M |40 1,90 (190 [250 [338 |358 |2537 |04011
F |40 1,71 1196 |259 |3,06 |4,02 |2631 |0,3799
T4 M |40 35 42 59 86 92 59,7 11,84
F |40 38 |40 56 81 107 | 58,6 14,37
[0320] As amostras para a analise hematoldgica, do sangue perifé-

rico foram tiradas da veia femoral de macaco-caranguejeiro que foi

administrado com uma injecdo de bolus intravenosa de anti-EGFR

GlycoMAB nos dias 1, 8, 15, e 22. As amostras foram tiradas, do

membro nao usado para a administragdo da dose, a seguir da priva-

¢ao noturna de alimento (nenhum falecido). As amostras foram exami-

nadas no pré-tratamento, trés dias depois da segunda dose, e na fina-

lizagdo quanto aos parametros seguintes:

1) Usando EDTA como anticoagulante -
Concentragcao de Hematdcrito e Hemoglobina
Contagem de Eritrocito

Reticulocitos

Hemoglobina celular média

Concentragcao de hemoglobina celular média
Volume celular médio

Contagem de leucdcito total

Contagem de leucdcito diferencial
Contagem de plaqueta

Anormalidades da morfologia do sangue

Anisocitose
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Macrocitose

Hipocromasia

Hipercromasia
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2) Usando citrato como anticoagulante -

Tempo de protrombina

Tempo de tromboplastina parcial ativo

[0321] Os dados de analise da hematologia de macaco-
caranguejeiro normais medios s&o apresentados na Tabela 32.
Tabela 32
Macacos-caranguejeiros (origem Mauritius) -- Hematologia
Pardme- | se- | n 1% 5% 50% | 95% |99% | média | s.d.
tro X0
HCT M 1495 | 0,385 | 0,401 | 0,443 | 0,488 | 0,512 | 0,4435 | 0,02776
F 1426 | 0,376 | 0,399 | 0,442 | 0,489 | 0,508 | 0,4424 | 0,02947
Hemo- | M 1495 | 114 | 121 13,3 14,5 | 151 13,31 | 0,769
globina
F 1426 | 11,2 | 119 |[13.2 14,5 | 151 13,21 | 0,855
RBC M 1495 | 567 |6,04 |6,74 751 792 |6,744 | 04792
F 1426 | 558 |596 |6,71 745 | 7,73 |6,707 | 048%
Retic M 20 0,1 0,1 04 1,8 1,8 0,48 0,438
(1%
F 20 0,1 0,1 0,3 09 09 042 0,268
Retic M 1476 | 0,21 0,27 | 049 095 |1,58 | 0,551 0,3804
(2)%
F 1408 | 022 |028 |054 1,06 (160 |0595 | 0,2934
MCH M 1495 | 17,0 17,8 19,8 216 225 | 1980 | 1432
F 1425 | 16,7 17,7 19,7 218 | 226 | 19,74 | 1,216
MCHC M 1495 | 272 | 282 | 301 319 |32,7 |30,06 | 1,801
F 1425 | 270 | 279 |299 31,8 | 326 |2988 |1174
MCV M 1495 | 579 |605 |658 714 | 735 |6588 |3278
F 1425 | 583 | 604 |66,0 71,7 | 745 |66,07 | 3,353
RDW M 280 12,6 12,9 144 16,1 16,7 | 14,40 | 0,934
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Pardme- | se- | n 1% 5% 50% | 95% |99% | média | s.d.
tro X0

F 285 124 | 128 |142 |157 |163 | 1421 | 0,879
WBC M 1507 | 561 |662 |1052 | 1859 |30,24 | 11,372 | 4,7766

F 1432 | 539 |658 |1062 | 19,55 | 28,79 | 11,637 | 4,7307
neutrofi- | M 1507 | 088 | 128 |349 |[1024 |16,27 | 4319 | 31741
los

F 1432 | 1,06 | 162 |445 |[1227 |1741 | 5392 | 34777
linfécitos | M 1507 [ 219 |29 |[553 |981 |1591 |6,021 | 3,4066

F 1432 | 216 |267 |486 |855 |1395 |5265 |29997
eosin6fi- | M 1507 [ 0,00 |001 |07 |081 |149 |0254 |0,3127
los

F 1432 | 0,00 |001 |04 |073 |155 |0,232 |0,3188
basdfilos | M 1507 | 0,01 |002 |0,04 |00 |025 |0,053 |0627

F 1432 | 0,01 |002 |004 |00 |021 | 0,051 |0,0540
mondci- | M 1507 | 0,47 |025 |0,51 1,03 | 145 | 0562 |0,2575
tos

F 1432 | 0,16 |023 |049 [104 |156 |0547 |0,2705

células | M 1507 | 004 |006 |014 (032 |060 |063 |0,1330

nao

man-
chadas
grandes
F 1432 | 0,04 |006 |03 |029 |050 |0,148 |0,1147
plaque- | M 1495 | 158 | 238 359 497 | 575 | 3621 | 8169
tas
F 1426 | 181 234 359 496 | 560 |360,5 |80,04
PT M 1481 | 9,6 9,9 108 |[12,0 |148 |1088 | 0,877
F 1406 | 9,7 100 [108 |121 |141 |1093 | 0847
ActPTT | M 1483 | 231 |244 | 291 379 |50,1 |3006 |5267
F 1408 | 228 |244 |294 |374 |472 |3019 |5185
fibrino- | M 265 161 | 186 | 261 351 488 |2664 |06178
génio

F 252 158 (184 |243 |327 |389 |2487 | 04545

[0322] Os Valores Individuais Cumulativos de Bioquimica para os
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Tabela 33a
numero gru- codigo ALP AL AST Bili Uréia Creat Glic Col
do ani- pols ocen. uL T UL pmo mmol/ pmol/ mmol/ mmol/
mal exo U/L IIL L L L L
615 M  PT 740 36 39 3 5,35 69 3,65 2,34
D11 743 35 33 3 5,43 73 3,66 2,00
TERM 597 29 31 2 5,16 76 3,74 2,30
465 M PT 647 44 33 3 5,73 70 4,69 2,50
PD 775 47 36 2 3,60 73 4,50 2,72
D11 655 74 46 5 4,34 74 3,35 2,64
TERM 768 48 38 3 442 73 3,67 2,54
639 2M PD 741 29 26 2 441 87 3,31 3,22
D11 629 29 28 3 3,87 99 2,64 2,99
TERM 599 34 22 2 3,62 83 3,46 245
613 3M PT 1003 37 31 5 3,80 90 5,72 2,61
D11 793 36 29 4 445 80 3,28 2,70
TERM 931 34 32 5 5,16 83 2,78 2,46
631 4M PD 500 34 37 2 3,43 83 3,92 249
D11 508 38 36 3 3,33 82 3,38 2,30
TERM 578 25 25 2 4,00 89 3,70 2,26
Tabela 33b
nidmero gru- codi- Trig Na K Cl Ca Phos Prot Alb
do po/s go mm mm mm mm mmo mmol/ Total gl/L
animal exo occn. ollL  ollL ollL ollL /L L g/L
615 1M PT 0,24 146 4,7 108 254 1,77 91 35
D11 0,39 145 39 106 255 1,85 94 41
TERM 0,34 147 42 107 247 1,63 87 38
465 2M  PT 0,74 147 3,7 108 2,71 1,32 81 37
PD 093 147 41 109 2,70 1,54 84 46
D11 066 151 39 111 2,70 1,98 83 39
TERM 0,51 146 36 105 2,67 1,85 80 40
639 2M  PD 0,27 146 4,2 107 2,68 1,85 84 44
D11 0,32 150 4,8 108 2,81 2,07 85 42
TERM 0,38 146 45 107 2,70 2,03 74 39
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numero gru- codi- Trig Na K Cl Ca Phos  Prot Alb

do po/s go mm mm mm mm mmo mmol/ Total gl/L

animal exo occen. ollL  ollL ollL ollL L L g/L

613 3Mm  PT 047 151 45 106 2,75 1,85 83 41
D11 0,44 147 42 106 269 1,76 80 45
TERM 0,69 147 43 106 2,63 1,62 76 40

631 4M  PD 045 149 42 107 2,67 2,00 87 46
D11 0,77 151 50 112 268 2,00 84 39
TERM 0,64 150 4,7 107 2,77 1,89 86 46

Tabela 33c

namero gru- co6di- a1l a2 Beta Ga Ra- Ab% al% a2%

do ani- po/s go gL g/L g/L ma zao

mal €xo  occn. gL AIG

615 1M PT 3 5 25 23 063 390 34 5,1
D11 3 4 22 25 0,77 431 3,0 4,5
TERM 3 4 21 21 0,78 435 3,3 49

465 2M  PT 4 5 22 13 0,84 457 45 5,9
PD 3 4 18 12 1,21 549 3,6 5,0
D11 4 5 20 15 0,89 46,7 49 6,4
TERM 3 5 20 11 1,00 50,5 4,0 5,8

639 2M  PD 3 5 17 14 110 529 3,5 5,8
D11 3 6 18 16 0,98 49,1 4.1 6,6
TERM 3 4 17 11 1,11 522 3,7 6,0

613 3Mm PT 4 4 20 14 0,98 495 50 4,7
D11 3 3 17 13 1,29 558 3,7 3,7
TERM 3 3 15 14 1,11 53,0 4,6 3,9

631 4M  PD 3 4 18 16 1,12 533 3,6 4,3
D11 4 4 19 18 0,87 464 44 4.4
TERM 3 4 19 15 1,15 53,1 3,4 4,3

Tabela 33d

numero do animal  grupo/sexo codigo occn. Beta g/L Gama g/L

615 1M PT 27,3 253

D11 23,2 26,2
TERM 244 23,9
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numero do animal  grupo/sexo codigo occn.  Beta g/L Gama g/L
465 2M PT 27,4 16,6
PD 21,8 14,7
D11 24,0 17,9
TERM 25,5 14,2
639 2M PD 20,7 17,0
D11 21,5 18,7
TERM 23,2 14,9
613 3M PT 245 16,3
D11 21,0 15,8
TERM 20,0 18,5
631 4M PD 20,7 18,0
D11 22,8 22,0
TERM 22,1 17,1
Tabela 33e
numero gru- cédi- AL ALT AS Bili Uréia Creat Glic Col
do po/s go P uL T um  mmol umol/  mmol/  mmol/
animal exo occn. U/L UL ollL /L L L L
614 1F PT 687 71 50 3 492 60 4,45 2,77
D11 576 63 44 2 522 63 4,32 2,73
TERM 517 59 41 3 4,78 70 3,98 2,83
652 1F PT 598 43 25 3 7,26 69 3,26 2,42
D11 540 40 28 3 6,94 78 3,28 2,46
TERM 511 40 27 4 6,78 80 3,46 2,38
624 2F PD 533 56 35 3 3,85 73 3,91 2,31
D11 410 40 34 13 418 78 2,72 2,56
TERM 432 41 25 3 3,70 78 3,30 2,16
632 3F PT 569 35 34 5 544 80 3,08 2,47
D11 510 37 31 5 436 85 3,89 2,61
TERM 428 37 34 5 532 88 3,10 2,63
640 4F PD 343 23 32 4 4,09 65 3,46 1,24
D11 292 25 28 4 412 63 2,69 1,13
TERM 266 22 27 2 455 69 3,69 1,00
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Tabela 33f

numero gru- codi- Trig Na K Cl Ca Phos Prot Alb

do ani- po/s go mm mm mm mm mm mmol Total gl/lL

mal exo occn. ollL ollL ol/lL ollL ollL /L g/L

614 1F PT 0,37 148 46 109 2,69 2,03 80 39
D11 0,33 147 41 109 2,72 2,08 82 43
TERM 0,54 148 36 108 2,59 1,84 80 41

652 1F PT 0,57 147 43 105 258 1,52 78 35
D11 043 149 4,7 108 2,74 1,80 88 43
TERM 0,59 149 44 108 2,59 1,51 80 40

624 2F PD 060 145 41 108 254 150 77 40
D11 0,51 148 40 111 258 142 77 39
TERM 0,43 146 3,9 108 256 1,46 76 44

632 3F PT 0,31 151 45 109 248 1,72 76 34
D11 0,34 149 46 109 258 1,85 80 39
TERM 0,49 150 45 111 255 147 78 38

640 4F PD 0,36 144 48 111 231 1,45 68 29
D11 0,31 145 43 112 224 1,53 63 25
TERM 0,27 144 4,7 108 2,20 1,33 60 25

Tabela 33g

numero gru- codi- a1l a2 Beta Ga Ra- Ab% al% a2%

do ani- po/se go g g/lL g/L ma zao

mal X0 ocen. L gL AIG

614 1F PT 4 5 20 13 0,95 492 44 59
D11 3 4 19 13 1,10 527 3,3 4,9
TERM 3 4 18 13 1,05 517 3,8 5,2

652 1F PT 4 5 19 15 0,81 451 4,6 59
D11 3 5 20 17 0,96 49,3 3,4 55
TERM 4 5 18 14 1,00 494 47 6,2

624 2F PD 3 4 16 14 1,08 522 4,1 54
D11 4 4 17 14 1,03 501 4,9 55
TERM 3 4 15 10 1,38 58,5 3,4 5,3

632 3F PT 4 4 19 15 0,81 447 51 50
D11 3 4 17 16 0,95 49,2 4.2 4,7
TERM 4 4 17 15 095 492 46 4,9
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numero gru- codi- a1l a2 Beta Ga Ra- Ab% al% a2%

do ani- po/se go g g/lL g/L ma z&o

mal X0 ocen. L gL AIG
640 4F PD 4 17 15 0,74 422 57 5,6
D11 4 3 17 13 0,66 40,1 6,6 55
TERM 4 16 13 0,71 414 64 4.6
Tabela 33h
numero do animal grupo/sexo cédigo occn. Beta % Gama %
614 1F PT 24,8 15,7
D11 23,1 16,0
TERM 22,8 16,5
652 1F PT 24,7 19,7
D11 22,3 19,4
TERM 22,1 17,6
624 2F PD 20,7 17,6
D11 21,6 18,0
TERM 19,9 12,9
632 3F PT 24,9 20,2
D11 21,5 20,4
TERM 21,8 19,5
640 4F PD 24,9 21,6
D11 26,9 20,9
TERM 26,5 21,1
[0323] Os Valores Individuais Cumulativos de Hematologia para os

macacos sao apresentados nas Tabelas 34a a |, abaixo:

Tabela 34a

ndame- gru- codigo Hetl/L Hb RBC Retc MCH MCHC MCV
ro do po/sex ocen. gdL  x10"% % Pg gdL  fL
animal o L

615 1M PT 0389 124 594 038 209 31,9 65,5

D11 0366 11,5 559 076 206 314 65,5
TERM 0381 11,8 591 025 200 31,0 64,5
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name- gru- codigo Hetl/L Hb RBC Retc MCH MCHC MCV
ro do polsex ocen. gdL  x10"% % Pg gdL  fL
animal o L
465 2M PT 0439 132 6,76 056 195 30,1 65,0
PTR
PD 0460 13,7 722 050 190 29,9 63,8
D11 0391 11,7 6,11 162 19,1 29,9 64,0
TERM 0441 136 693 065 197 30,9 63,7
639 2M PD 0419 127 623 051 204 30,3 67,2
D11 0400 11,7 599 052 196 29,3 66,7
TERM 038 122 570 1,14 214 31,4 68,1
613 3M PT 0461 141 6,79 048 207 30,5 67,8
PTR
D11 03% 127 6,05 092 21,0 321 65,4
TERM 0410 129 623 049 208 315 65,9
Tabela 34b
name- gru- codigo WBC N L E Basofi- Mondci- LUC  Plt
ro do pols ocen. x109L x10%L x10%L x10° lo x10- to x10- x10% x10°
animal exo L 9L oL L /L
615 M PT 757 306 368 006 0,03 0,53 020 236
D11 756 2,78 435 0,06 0,02 0,21 0,13 284
TERM 793 3,77 352 006 0,02 0,49 007 254
465 2M  PT 1419 178 10,37 124 0,05 0,55 0,20 302
PTR 1369 369 825 093 0,04 0,47 0,29
PD 1336 155 995 1,01 0,04 0,58 025 325
D11 1226 470 563 127 0,04 0,51 0,11 403
TERM 1545 154 1157 165 0,07 0,42 0,20 356
639 2M  PD 10,02 521 342 090 0,01 0,39 0,10 306
D11 826 406 247 117 0,01 0,45 0,10 371
TERM 870 255 420 1,04 0,02 0,80 0,09 253
613 3M  PT 2021 1299 645 0,02 0,04 0,50 021 438
PTR 16,85 887 690 008 0,06 0,67 0,26
D11 10,85 611 415 003 0,02 0,41 0,12 411
TERM 2326 17,70 427 0,05 0,04 1,11 0,08 434
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Tabela 34c
numero do animal grupo/sexo  coédigo occn. PT sec APTT sec
615 1™ PT 11,3 37,3
D11 10,3 32,7
TERM 11,3 33,3
465 2M PT 10,0 33,9
PTR
PD 9,9 26,1
D11 10,0 31,6
TERM 10,2 294
639 2M PD 10,6 22,6
D11 10,5 26,3
TERM 10,3 28,9
613 3M PT 10,3 35,5
PTR
D11 11,4 26,7
TERM 10,3 30,8
Tabela 34d
numero gru- cédigo Aniso- Micro- Macro- hipocro-  hipercro-
do animal po/sexo occn. citose citose citose masia masia
615 1M PT - - - - +
D11 - - - - -
TERM - - - - +
465 2M PT - - - - -
PTR
PD - - - - -
D11 - - - - -
TERM - - - - -
639 2M PD - - - - -
D11 - - - - -
TERM - - - - -
613 3M PT - - - - -
PTR
D11 - - - - +
TERM - - - - -
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Tabela 34e

numero gru- codigo Hct Hb RBC Retic MCH MCH MCV

do po/s occn. L/L g/dL x10"2 % Pg C fL

animal exo /L g/dL

631 4M  PD 0,460 136 7,11 043 19,1 295 64,6
D11 0,395 119 6,36 045 18,7 30,2 62,1
TERM 0,449 13,7 6,97 0,30 196 30,5 644

614 1F PT CTb CTbD CTD CTD CTD CTD CTD
PTR
D11 0,404 131 6,33 057 206 323 638
TERM 0,424 130 6,59 068 19,7 30,7 643

652 1F PT 0,390 11,3 572 1,15 19,8 29,1 68,2
D11 0,374 119 555 1,06 214 31,7 674
TERM 0,384 115 571 058 202 300 672

624 2F PD 0,407 118 7,14 0,73 16,6 29,0 571
D11 0,377 108 6,69 048 16,1 286 56,3
TERM 0,401 11,7 6,99 1,07 16,7 29,1 57,4

Tabela 34f

nime- gru- cédigo WBC N L E Ba- Mo- LUC PIt

ro do po/se occn. x10% x10° x10° x10° sdfilo nécito x10° x10°

animal xo L /L /L /L x10-  x10- /L /L

9/L 9/L

631 4M PT 10,53 2,82 6,36 0,62 0,02 0,58 0,13 378
D11 797 286 3,81 061 0,01 0,53 0,16 424
TERM 8,08 1,73 5,04 0,63 0,02 0,60 0,05 384

614 1F PT CTb CTDb CTD CTD CTD CTD CTD CTD
PTR 11,32 3,47 6,36 0,17 0,05 0,96 0,31
D11 9,70 4,74 3,73 0,09 0,02 0,84 0,28 429
TERM 9,64 365 5,09 0,13 0,01 0,62 0,13 414

652 1F PT 10,66 3,21 6,05 042 0,03 0,80 0,15 373
D11 12,01 553 5,20 0,34 0,02 0,78 0,13 380
TERM 11,88 7,59 3,24 0,35 0,02 0,61 0,08 338

624 2F PD 9,06 3,10 5,02 041 0,02 0,33 0,18 362
D11 7,82 514 2,06 0,14 0,02 0,34 0,13 353
TERM 1169 433 546 0,96 0,02 0,76 0,16 426
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Tabela 34qg
numero do animal grupo/sexo  cédigooccn. PTsec  APTT sec
631 4M PD 10,9 29,3
D11 11,3 27,9
TERM 10,8 32,1
614 1F PT CTD CTD
PTR
D11 10,2 32,1
TERM 10,5 29,3
652 1F PT 10,2 33,0
D11 9,6 27,9
TERM 10,3 30,3
624 2F PD 10,6 27,1
D11 10,6 29,7
TERM 10,8 33,3
Tabela 34h
namero gru- codigo Aniso- Micro-  Macro-  hipo- hiper-
do po/sexo occn. citose citose citose croma- croma-
animal sia sia
631 4M PD - - - - -
D11 - - - - -
TERM - - - - -
614 1F PT CTD CTD CTD CTD CTD
PTR
D11 - - - - -
TERM - - - - -
652 1F PT - - - - -
D11 - - - - -
TERM - - - - -
624 2F PD - + - - -
D11 - + - - -
TERM + + - - -

Peticio 870220010719, de 07/02/2022, pég. 171/197



167/185

Tabela 34i
nume- gru- coédigo Hct Hb RBC Retic MC MCH MCV
ro do po/s ocen. L/L gldL  x10" % Hpg C fL
animal exo 2/L g/dL
632 3F PT 0,416 124 6,36 083 196 299 654
PTR 0,410 12,2 6,29 0,64 195 29,8 653
D11 0,392 12,2 6,19 0,73 19,7 31,0 634
TERM 0,412 123 6,46 0,55 191 299 63,8
640 4F PT 0,398 11,8 5,81 095 20,3 29,7 68,5
D11 0,369 11,0 5,30 1,17 20,7 29,8 69,6
TERM 0,401 11,9 558 0,83 213 296 71,9
Tabela 34
numero  gru- codigo WBC N L E Basdéfi- Mo- LU Pl
do ani- pols occn.  x10%L x10%L x10%L x10% lo x10- ndcito C x10°
mal exo L 9L x10-  x10° L
oL IL
632 3F PT 1812 10,58 561 1,07 0,04 061 021 335
PTR 1516 599 724 095 0,03 0,63 031 308
D11 10,23 469 4,15 066 0,01 048 0,23 348
TERM 1304 689 462 044 003 093 013 321
640 4F PD 1249 829 291 046 0,02 0,64 017 567
D11 13,71 10,31 2,18 034 0,01 0,74 012 578
TERM 1149 541 418 063 0,03 1,12 012 555
Tabela 34k
numero do animal grupo/sexo codigo PT sec APTT sec
occen.
632 3F PT 10,6 47.8
PTR 10,6 447
D11 10,2 33,1
TERM 10,6 37,2
640 4F PD 12,0 25,8
D11 12,4 28,0
TERM 12,8 30,1
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Tabela 34|

nudme- gru- cédigo Aniso-  Micro- Macro-  hipo- hiper-

ro do po/sexo  occh. citose citose citose croma- croma-

animal sia sia

632 3F PT - - - - -
PTR - - - - -
D11 - - - - -
TERM - - - - -

640 4F PT - - - - -
D11 - - - - -
TERM - - - - -

Patologia Microscépica -- Descobertas relacionadas ao tratamento
[0324] A pericolangite (inflamagdo do tecido conjuntivo em torno
do duto biliar) foi relatada no macaco fémea dosado em 12 mg/kg/dia,
mas nao em quaisquer outros macacos fémeas ou machos. Esta des-
coberta pode estar relacionada ao tratamento com Glyco-mAb (Anti-
EGFR), mas com tais numeros pequenos de animais a importancia é
incerta. Todas as outras descobertas foram consideradas ser inciden-
tais e de nenhuma importancia toxicoldgica.

Macropatologia e Histopatologia

[0325] O sumario da histopatologia para todos os animais testados
€ apresentado na Tabela 35, abaixo:

Tabela 35

Histopatologia - distribuicdo do grupo e severidade das descobertas

para todos os animais

Grupo 1 2 3
Composto -GLYCO-MAB (ANTI-EGFR)-
Dosagem 1,5 4,5 12
Numero de Animais Afetados
Sexo Macho Fémea
Grupo 1 2 3 1 2 3
Orgédo/Tecido Examinado  [Numero 1T 1 1 o
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Cdlon N2 Examinado |1 1 1 1 1 1
Coracgao N¢ Examinado |1 1 1 1 1 1
Rins N2 Examinado |1 1 1 1 1 1
Infiltragdo Linfocitica Cortical |Minimo 1 1 0 0 1 1
Leve o 0 0 0 [?]
Total 1 1 0 N 1 1
Cefalico esquerdo NeExaminado0 0 ©0 (0 0 0
Safena esquerda N¢ Examinado |1 1 1 1 1 1
--Hiperplasia Epidérmica Minimo 0O 0 0 1 0 0
Total o 0 0 0 0
Figado N2 Examinado |1 1 1 1 1 1
--Focos de Célula Inflamatéria [Minimo 1 1 1 1 1 1
Total 1 1 1 1 1 1
--Proliferagdo do Duto Biliar [Minimo O o0 0 o 1
Total o ©0o o oo |
--Vacuolizacdo de HepatdcitoMinimo 0 1 0 0 0 0
- Sulco Mediano Total 0 1 O 0 ©0 [0
--Pericolangite Minimo O o0 0 o 1
Total o ©0o o oo 0
Pulmbdes & Bronquios N¢ Examinado |1 1 1 1 1 1
--Brénquios/Bronquiolos Leve 1 0 0 0 0 0
Células Inflamatérias Muco-
sas/Submucosas
Total 1 o 0 OO | P
--Macréfagos Alveolares Minimo 0 1 0 0 0 1
Total o 1 0o O |0
--Células Inflamato-Minimo 0O 0 ¢ 0O [0 ¢
rias/Linfoides Perivasculares
Total o o (1 o 0 A
--Agregados Linféides Minimo 0 0 1 0 0 0
Total o o (1 oo | P
Eséfago N2 Examinado [1 1 1 1 1 1
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--Agregados Linféides Minimo o o o0 ©o o A
Total o o0 0o o o |
Grupo 1 2 3 1 2 3
Ovarios N2 Examinado0 [0 [0 |1 1 1
--Cisto Folicular(S) Presente 0O 0 0 1 0 0
Total o 0 0 0 0
--Corpo Luteo Proeminente |Presente 0 0 0 0 1 0
Total o o o o |1 P
Pancreas N2 Examinado |1 1 1 1 1 1
--Atrofia Acinar Minimo 0 0 1 1 0 1
Total 0 [0 | 1 0o
--Agregados Linféides Minimo o o 0 ¢ 0 O
Total o 0 0 0 0
Cefélico Direito N2 Examinado0 (0 [0 ©0 [0 0
Safena direita N2 Examinado0 (0 [0 ©0 [0 0
Pele (Protocolo) N2 Examinado [1 1 1 1 1 1
--Hiperplasia Epidérmica Minimo 0O 0 0 0 0 1
Moderado 0O 0 o [ 0 0
Total o 0 [0 0o
Medula Espinhal N¢ Examinado |1 1 1 1 1 1
--Hemorragia Minimo 0 0 1 1 1 1
Leve o 1 0 O |0 P
Total 0 1 1 1 1
Baco N¢ Examinado |1 1 1 1 1 1
Esterno & Medula NeExaminado0 0 0 [0 0 [0
Estdmago N¢ Examinado |1 1 1 1 1 1
Testes N2 Examinado |1 1 1 0O 0 P
--Imaturidade Presente 1 1 1 0O 0 P
Total 1 1 1 0 [0 [0
Timo N2 Examinado |1 1 1 1 1 1
--Cisto(S) Presente O 0 ©0 1 0
Total o o o o0 |1 P
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--Involugao/Atrofia Minimo O ©0 ©0 P 1 0

Total o o o ©o |1 §p.

Grupo 1 2 3 1 2 3
Bexiga Urinaria N2 Examinado [1 1 1 1 1 1
Colo Uterino N2 Examinado0 [0 [0 |1 1 1
--Mucificacao Epitelial Presente 0 0 0 1 1 1

Total o o 0 ¢ 1 1
Utero N°Examinado0 [0 [0 1 [1 [
--Congestao Minimo O 0 ©0 1 0

Total o o o o |1 P
Ceco N2 Examinado |1 o 0 n 0 O
--Tecido Adiposo SubmucosoMinimo 1 0O 0 1 0 0
Prominente

Total 1 o 0 0 0
Trompa de Falopio N¢ Examinado 0 0 0 1 1 1
Ln Mesentérico N2 Examinado0 0 [0 /1 0 0
--Macréfagos  PigmentadosiLeve 0O 0 O 1 0 0
Aumentados

Total o 0 [0 0 0

Descobertas Individuais para Todos os Animais

[0326]

apresentadas na Tabela 36, abaixo:

Tabela 36

Macropatologia e histopatologia - descobertas individuais para todos

As observagbes patoldgicas para animais individuais sao

0S animais
Grupo 1 2 3
Composto -GLYCO-MAB (ANTI-EGFR)-
Dosagem 1,5 4.5 12
Observagdes Patoldgicas
Sexo Macho Grupo de Dose 1
Animal N2 0623 Semana de estudo 11
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do sacrificio
Peso corporal ter-| 2715,0 gramas | Dia de estudo do 77
minal sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA

Ceco:

Ceco:

-Area Elevada(S); Aspecto Mucoso,

Multiplo, até 3 mm.

-Tecido Adiposo Submucoso Proemi-

nente, - Minimo, Focal

Colon:

Colon:

-Area Elevada(S); Aspecto Mucoso,

Multiplo, até 2 mm.

Nenhuma Leséao Significante

Rins:

-Infiltragao Linfocitica Cortical, - Mini-

mo

Figado:

Figado:

-Area Clara do Sulco Mediano(S);

Uma, Subcapsular, 3 mm.

-Focos de Célula Inflamatdria, - Mini-

mo

Pulmdes & Brénquios:

-Bronquios/Bronquiolos
Células Inflamatérias Muco-

sas/Submucosas, -Leve

Estédmago:

Estémago:

-Area Elevada do Corpo(S); Mucosa,

Uma, Proxima ao Antro, 3 mm.

>Nenhuma Lesao Significante

Testes:

-Imaturidade, -Presente

Sexo Macho Grupo de Dose 2
Animal N¢ 0461 Semana de estudo 18
do sacrificio
Peso corporal ter-| 2573,0 gramas | Dia de estudo do 125
minal sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA
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Rins

-Infiltragc&o Linfocitica Cortical,

-Minimo
Figado: Figado

-Area Clara do Sulco Mediano(S); -Focos de Célula Inflamatoria, -
Uma, Subcapsular, 4 mm. Minimo

-Vacuolizacao de Hepatocito - Sulco

Mediano, -Minimo

Pulmdes & Bronquios: Pulmdes & Brénquios:
-Colapso Incompleto; Lébulos Direi- | -Macrofagos Alveolares, -Minimo
tos.

Medula Espinhal:

-Hemorragia, -Leve, Multifocal

Testes:

-Imaturidade, -Presente

Sexo Macho Grupo de Dose 3
Animal N¢ 0463 Semana de estudo 18
do sacrificio
Peso corporal ter-| 2919,0 gramas | Dia de estudo do 125
minal sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA
Figado:

-Focos de Célula Inflamatéria, -

Minimo

Pulmdes & Broénquios:

- Células Inflamatorias/Linfoides Peri-
vasculares, -Minimo

-Agregados Linféides, -Minimo, Focal

Pancreas:

-Atrofia Acinar, -Minimo, Focal

Medula Espinhal:
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-Hemorragia, -Minimo

Testes:

-Imaturidade, -Presente

***Animal ndo tem nenhuma observagéao bruta registrada***

Sexo Fémea Grupo de Dose 1
Animal N¢ 0590 Semana de estudo 11
do sacrificio
Peso corporal ter-| 3176,0 gramas | Dia de estudo do 77
minal sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA
Ceco: Ceco:

-Area Elevada(S); Aspecto Mucoso,

Multiplo, até 2 mm.

-Tecido Adiposo Submucoso Proemi-

nente, -Minimo, Multifocal

Colon:

Colon:

-Area Elevada(S); Aspecto Mucoso,

Multiplo, até 2 mm.

>Nenhuma Lesao Significante

Rins:

-Infiltragao Linfocitica Cortical, -Leve,

Focal

Safena esquerda:

-Hiperplasia Epidérmica, -Minimo

Figado:

Figado:

-Area Clara do Sulco Mediano(S);

Uma, Subcapsular, 3 mm.

-Focos de Célula Inflamatéria, -

Minimo

Ln Mesentérico:

Ln Mesentérico:

-Congestionado, Minimo

-Macrofagos Pigmentados Aumenta-

dos,- Leve

Ovarios:

Ovarios:

-Cisto(S); Esquerdo, Um, Cheio de

Fluido Claro, 4 mm.

-Cisto Folicular(S), -Presente

Pancreas:

-Atrofia Acinar, -Minimo
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-Agregados Linfoides, -Minimo

Pele (Protocolo):

-Hiperplasia Epidérmica, -Moderado

Medula Espinhal:

-Hemorragia, -Minimo

Baco:

Baco:

-Capsula Espessa; Area, Difusa.

>Nenhuma Lesao Significante

Colo Uterino:

-Mucificagao Epitelial, -Presente

Sexo Fémea Grupo de Dose 2
Animal N¢ 0462 Semana de estudo 18
do sacrificio
Peso corporal ter-| 2910,0 gramas | Dia de estudo do 125
minal sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA

Rins:

-Infiltragao Linfocitica Cortical, -

Minimo, Focal

Figado:

-Focos de Célula Inflamatoria, -

Minimo

Pulmbes & Bronquios:

Pulmdes & Broénquios:

-Colapso Incompleto; Lébulos Es-

querdos.

Nenhuma Leséao Significante

Ovarios:

Ovarios:

-Area Elevada(S); Uma em Cada, Es-

querdo, 3 mm; Direito, 2 mm. (Foliculos)

-Corpo Luteo Proeminente, -Presente

Medula Espinhal:

-Hemorragia, -Minimo

Timo:

Timo:

-Pequeno; 1,066 g.

-Cisto(S), -Presente
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-Involugéo/Atrofia, -Minimo

Colo Uterino:

-Mucificagao Epitelial, -Presente

Utero:

Utero:

-Congestionado, Minimo

-Congestéao, -Minimo

Sexo Fémea Grupo de Dose 3
Animal N° 0612 Semana de estudo 18
do sacrificio
Peso corporal ter-| 2934,0 gramas | Dia de estudo do 125
minal sacrificio
NECROPSIA HISTOPATOLOGIA

Rins:

-Infiltragao Linfocitica Cortical, -

Minimo, Focal

Figado:

Figado:

-Area Clara do Sulco Mediano(S);
Uma, Subcapsular, 3 mm.
-Cisto(S); Dentro do Sulco, Um, Flui-

do Escuro - Cheio, Verde, 2 mm.

-Focos de Célula Inflamatoria, -
Minimo
-Proliferagao do Duto Biliar, -Minimo

-Pericolangite, -Minimo

Pulmbes & Bronquios:

Pulmbes & Broénquios:

-Colapso Incompleto; Lébulos Es-

querdos.

-Macroéfagos Alveolares, -Minimo

-Celulas Inflamatoérias/Linféides Peri-

vasculares, -Minimo

Eséfago:

-Agregados Linféides, -Minimo

Pancreas:

-Atrofia Acinar, -Minimo, Focal

Pele (Protocolo):

-Hiperplasia Epidérmica, -Minimo

Medula Espinhal:
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-Hemorragia, -Minimo

Colo Uterino:

-Mucificagao Epitelial, -Presente

[0327] Os pesos corporais individuais dos macacos-caranguejeiros
sao apresentados na Tabela 37, abaixo:

Tabela 37: Pesos corporais: Valores Individuais (12 parte)

Animal | peso corporal (kg) no dia

N° 17 |9 1* 8* 15* 22 29 36

Grupo 1: GA201-ge, 1,5 mg/kg/ocasido

623m | 267 [265 [269 [272 [276 [262 [272 [265 |271
(002) | (+0,04) | (+0,03) | (+0,04) | (-0,14) | (+0,10) | (0,07) | (+0,06)

590f | 2,98 | 292 (-|297 |314 |313 |301 |306 |300 |39
0,06) | (+0,05) | (+0,17) | (0,01) | (0,12) | (+0,05) | (0,06) | (+0,19)

Grupo 2: GA201-ge, 4,5 mg/kg/ocasido

461m | 250 | 256 | 253 | 247 | 253 |253 |253 |261 |253
(+0,06) | (0,03) | (0,068) | (+0,06) | NC |NC | (+0,08) | (0,08)

462f 287 | 296 291 282 295 289 | 288 2,79 291
(+0,09) | (0,05) | (-0,09) | (+0,13) | (:0,06) | (:0,01) | (0,09) | (+0,12)

Grupo 3: GA201-ge, 12 mg/kg/ocasiao

463m | 269 [ 281 |28 |274 [281 [281 |281 |281 |275
+0,12) | (+0,05) | (0,12) | (+007) |[NC |NC |NC | (0,06)

612f | 284 | 296 |292 |298 |306 |301 |301 |29 |291
+0,12) | (0,04) | (+0,06) | (+0,08) | NC | NC | (007) | (0,03)

Tabela 37: (22 parte)

Animal | peso corporal (kg) no dia

N° 50 57 64 71 77 mudanca de peso
(kg)

D1a71 | D29a71

Grupo 1: GA201-ge, 1,5 mg/kg/ocasiao

623m | 273(002) | 261 (-| 274 271 (-] 275 |+006 |+0,03
0,12) (+0,13) 0,03) (+0,04)
590f | 3,16(0,03) | 3,11 (- | 3,18 3,27 323 (-|+027 |+0,17

0,05) (+0,07) (+0,09) | 0,04)

Grupo 2: GA201-ge, 4,5 mg/kg/ocasiéo
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Animal | peso corporal (kg) no dia
N° 50 57 64 71 77 mudanga de peso
(ka)
D1a71 | D29a71
461m | 245(0,08) | 2,54 2,60 259 (- +0,03 | +0,06
(+0,09) (+0,06) 0,01)
462f 2,95 3,05 3,02 (-129 (- +0,05 +0,08
(+0,04) (+0,10) | 0,03) 0,06)
Grupo 3: GA201-ge, 12 mg/kg/ocasiao
463m | 2,71(0,04) | 2,92 2,98 3,09 +0,23 +0,28
(+0,21) | (+0,06) (+0,11)
612f 2,81(0,10) | 3,04 3,05 3,10 +0,18 +0,09
(+0,23) (+0,01) (0,05)
Conclusdes
[0328] Nao houve nenhum efeito do tratamento nos sitios de inje-

cao e nenhuma descoberta clinica considerada estar relacionada ao
tratamento com Glyco-mAb (anti-EGFR). As mudangas no peso corpo-
ral estavam dentro das faixas esperadas normais. Nao houve nenhu-
ma descoberta considerada estar relacionada ao tratamento no exame
macroscopico e os pesos dos orgaos dos animais estavam dentro de
faixas esperadas normais. Em concluséao, o tratamento em 1,5, 4,5 ou
12 mg/kg/ocasiao foi bem tolerado sem nenhuma descoberta clara de
toxicidade sistémica.

[0329] EGFR nao é um alvo especifico do tumor, visto que ele esta
presente na superficie de varias tecidos normais incluindo figado, rim e
pele. Os anticorpos anti-EGFR com regido Fc de IgG1 humana foram
previamente administrados aos seres humanos e mostraram um perfil
de efeito colateral toleravel (Vanhoefer, U. et al., Clin. Oncol. 1 de Jan
de 2004; 22(1):175-84; Needle MN, Semin Oncol. Out. de 2002; 29 (5
Suppl 14): 55-60). Claramente, haveria interesses significantes para
administrar a um ser humano ou outro mamifero um anticorpo anti-

EGFR com ADCC significantemente aumentada, devido a atividade de
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matanga realgada que pode ser exibida contra tecidos normais criticos
tais como figado, rim e pele. Surpreendentemente, os presentes inven-
tores descobriram que administrando um tal anticorpo anti-EGFR, en-
gendrado em Fc como descrito acima e com atividade de ADCC au-
mentada até 1000 vezes, in vivo para mamiferos ndo levou a toxicida-
des significantes. As concentragdes de anticorpo foram mantidas aci-
ma de 1 micrograma por mililitro durante pelo menos 4 semanas (e
acima de 100 microgramas por mililitro para alguns animais). Tais ni-
veis de exposicao sado tipicos para a terapia de anticorpo. A ADCC
maxima para o anticorpo deste estudo ja foi obtida em concentragdes
de 1 micrograma por mililitro. As administragdes de dose unica de do-
ses de 40 e 100 mg de anticorpo anti-EGFR (o anticorpo ICR62 de ra-
to parental) a pacientes humanos com cancer mostraram alvejamento
especifico de tumores in vivo (Modjtahedi, H. et al., Br J Cancer. Jan
de 1996;73(2):228-35.). As células efetoras de macaco-caranguejeiro
tém receptor FcgamaRlIll altamente homologo e mostraram mediar
ADCC realgada com anticorpos engendrados em Fc (e com anticorpos
glicoengendrados para niveis aumentados de oligossacarideos nao
fucosilados na regido Fc). O nivel de aumento de ADCC é muito simi-
lar aquele observado com células efetoras humanas (PBMCs).

[0330] Em resumo, descobriu-se que anticorpos anti-EGFR en-
gendrados em Fc para afinidade de ligagcdo de Fc-FcgamaRlIll aumen-
tada e para ADCC aumentada podem ser administrados aos mamife-
ros para fornecer concentragdes acima de 1 micrograma de anticorpo
por mililitro de soro durante um periodo de pelo menos 4 semanas de
modo a fornecer exposicdes a farmaco normalmente associadas com
acumulo significante de anticorpo em células alvo in vivo, sem levar a
toxicidade significante.

[0331] A toxicidade de uma molécula de ligagdo de antigeno da

presente invencdo pode ser medida e/ou determinada usando qual-
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quer um dos métodos e/ou parametros (por exemplo valores da quimi-
ca sanguinea, indicadores histopatoldgicos, etc.) descritos aqui acima,
ou por quaisquer meios conhecidos daqueles versados na técnica. Um
nivel clinicamente significante de toxicidade é entendido por uma pes-
soa versada na técnica ser um nivel que excede niveis geralmente
aceitos pela U.S. Food and Drug Administration para anticorpos clini-
camente administrados.

Exemplo 5
Modificacbes as CDRs de Cadeia Leve

[0332] Usando os métodos descritos acima, variantes da regido
variavel de cadeia leve anti-EGFR foram geradas a partir do constructo
da regido variavel de cadeia leve I-KC (SEQ ID NO: 43 e SEQ ID NO:
45), em que a sequéncia que codifica o residuo de aminoacido em va-
rias posi¢cdes nas CDRs de ICR62 de rato foram substituidas com o
residuo de aminoacido correspondente de uma sequéncia genética
variavel de linha germinativa humana. A Tabela 38 mostra as substi-
tuicbes que foram feitas dentro das CDRs do constructo da regiédo va-
riavel de cadeia leve |-KC (SEQ ID NO: 45):

Tabela 38: CDRs de Cadeia Leve Minimizadas

nome do | substituicio de aminoacido | CDR de cadeia leve na
constructo | feita na SEQ ID NO: 45 qual a substitui¢ao foi feita
[-KC1 N30R* CDR1
[-KC2 Y32W CDR1
[-KC3 N34G CDR1
[-KC4 N50T CDR2
[-KC5 T51A CDR2
I-KC6 N52S CDR2
[-KC7 N53S CDR2
[-KC8 T56S CDR2
[-KC9 FO4Y CDR3
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* ldentificada de acordo com a nomenclatura padrao (por exemplo,
"N30R" significa que o residuo de Asparagina (N) na posicéo 30 da
SEQ ID NO: 45 é substituido com um residuo de arginina (R)).
[0333] Todos os residuos de substituicao identificados acima fo-
ram derivados da sequéncia aceitante de VK1_6 humana exceto pa-
ra a troca de Y32W, em que o W de uma sequéncia de linha germi-
nativa humana relacionada foi substituida no lugar de Y na posig¢ao
32 na SEQ ID NO: 45.

[0334] Cada uma dos constructos variantes de I-KC (I-KC1 a |-
KC9) foi emparelhado com uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo o constructo I-HHD (SEQ ID NO: 16 e SEQ ID NO:
15) e um ensaio de ligacédo realizado de acordo com os métodos
descritos nos exemplos anteriores. Os constructos [-KC1 a I-KC9
foram comparados ao constructo I-KC (SEQ ID NO: 46 e SEQ ID
NO: 45) quanto a afinidade de ligacdo a EGFR em células alvo A431
(figura 29). Como observado na figura 29, apenas a modificagcdo do
residuo 34 a sua sequéncia humana correspondente (N34G) resul-
tou em uma diminuicao leve na afinidade de ligagcao (valor de EC50
aumentado por um fator de 10). Todas os outros constructos rete-
ram atividade de ligacdo comparavel ao constructo I-KC (SEQ ID
NO: 45). Portanto, quando emparelhada com um constructo de ca-
deia pesada quimérica (por exemplo, humanizada) especifica para
EGFR, a cadeia leve pode ser inteiramente humana (por exemplo,
de uma sequéncia genética V de cadeia leve humana) e ainda retém
ligacédo especifica para EGFR. Em particular, CDR2 e CDR3 podem
estar inteiramente na forma de linha germinativa humana.

Moléculas de Ligacdo de Antigeno Compreendendo CDRs especifi-
cas de EGFR

[0335] A presente invengao portanto considera uma molécula de

ligacdo de antigeno compreendendo uma regido variavel de cadeia
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pesada quimérica (por exemplo, humanizada) compreendendo
CDRs especificas de EGFR emparelhadas com uma regido variavel
de cadeia leve, em que a regido variavel de cadeia leve tem menos
do que dez residuos de aminoacido ndo humanos. Em outras moda-
lidades, a regido variavel de cadeia leve tem menos do que nove,
oito, sete, seis, cinco, quatro, trés, dois, ou um residuo(s) de amino-
acido ndo humano. Em modalidades preferidas, a regido variavel de
cadeia leve tem menos do que dois ou menos do que um (isto €,
nenhum) residuos de aminoacido ndo humanos. Em uma modalida-
de, a regido variavel de cadeia leve compreende uma ou mais se-
guéncias genéticas de regido variavel de linha germinativa humana.
As sequéncias genéticas de regido variavel de linha germinativa
humana que codificam regides variaveis de cadeia leve sdo conhe-
cidas na técnica, e podem ser encontradas, por exemplo, na base
de dados de IMGT, disponivel em http://imgt.cines.fr/home.html. Em
uma modalidade preferida, a sequéncia de linha germinativa huma-
na é derivada da sequéncia de linha germinativa VK1_6. Em outras
modalidades, os residuos de aminoacido dentro da sequéncia de
aminoacido da regido variavel de cadeia leve de linha germinativa
humana podem ser substituidos com um ou mais residuos de uma
outra sequéncia da regiao variavel de cadeia leve de linha germina-
tiva humana.

[0336] Em uma modalidade, a presente invengao é direcionada a
uma molécula de ligacdo de antigeno compreendendo uma sequén-
cia selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NO: 1; SEQ ID No:
3; SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 9; SEQ ID No: 11; SEQ
ID No: 13; SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 17; SEQ ID No: 19; SEQ ID
No: 21; SEQ ID No: 23; SEQ ID No: 25; SEQ ID No: 27; SEQ ID No:
29; SEQ ID No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37;
SEQ ID No: 39; e SEQ ID No: 121, e uma cadeia leve compreen-
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dendo um polipeptideo codificado por uma ou mais sequéncias ge-
néticas variaveis de linha germinativa humana. Em uma modalidade
preferida, a sequéncia de linha germinativa humana é derivada da
sequéncia de linha germinativa VK1_6.

[0337] Em uma outra modalidade, a presente invencao € direci-
onada a uma molécula de ligagdo de antigeno compreendendo uma
sequéncia selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 54,
SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70,
SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 122, e SEQ ID NO:
124; (b) uma sequéncia selecionada de um grupo consistindo em:
SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82,
SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90,
SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98,
SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO:
106, e SEQ ID NO: 126; (c) SEQ ID NO: 108; e (d) um polipeptideo
compreendendo uma regido variavel de cadeia leve humana codifi-
cada por uma ou mais sequéncias genéticas de linha germinativa
humana. Em uma modalidade particular, a sequéncia de linha ger-
minativa humana €& derivada da sequéncia de linha germinativa
VK1_6. Em uma outra modalidade, a sequéncia genética de regiao
variavel de linha germinativa humana compreende a sequéncia ge-
nética de linha germinativa VK1_6 com uma substituicdo de um ou
mais codons de aminoacido com uma sequéncia de uma sequéncia
genética de regiao variavel de cadeia leve de linha germinativa hu-
mana diferente.

[0338] Em outras modalidades, a molécula de ligagdo de antige-
no da presente invengcdo compreende uma regidao variavel de cadeia
pesada especifica de EGFR da presente invencdo, e uma variante
da SEQ ID NO: 45. Em uma modalidade, a variante da SEQ ID NO:
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45 compreende uma substituicido de aminoacido em uma ou mais
posi¢cdes nas regides determinantes de complementaridade (CDRs).
Em modalidades especificas, a substituicdo € de um residuo de
aminoacido em uma posi¢gédo selecionada do grupo consistindo em:
posicao de aminoacido 30 da SEQ ID NO: 45; posicdo de aminoaci-
do 32 da SEQ ID NO: 45; posicao de aminoacido 34 da SEQ ID NO:
45; posicao de aminoacido 50 da SEQ ID NO: 45; posicdo de ami-
noacido 51 da SEQ ID NO: 45; posi¢cao de aminoacido 52 da SEQ ID
NO: 45; posi¢cdo de aminoacido 53 da SEQ ID NO: 45; posigao de
aminoacido 56 da SEQ ID NO: 45; posicao de aminoacido 94 da
SEQ ID NO: 45; e qualquer combinacao de substituicbes destes. Em
modalidades mais especificas, a substituicido na SEQ ID NO: 45 é
selecionada do grupo consistindo em: substituicdo de uma arginina
(R) no lugar da asparagina (N) na posicdo 30 da SEQ ID NO: 45;
substituicdo de um triptofano (W) no lugar da tirosina (Y) na posicéao
32 da SEQ ID NO: 45; substituicdo de uma glicina (G) no lugar da
asparagina (N) na posicdo 34 da SEQ ID NO: 45; substituicdo de
uma treonina (T) no lugar da asparagina (N) na posi¢cao 50 da SEQ
ID NO: 45; substituicdo de uma alanina (A) no lugar da treonina (T)
na posicdao 51 da SEQ ID NO: 45; substituicdo de uma serina (S) no
lugar da asparagina (N) na posi¢cado 52 da SEQ ID NO: 45; substitui-
cao de uma serina (S) no lugar da asparagina (N) na posicao 53 da
SEQ ID NO: 45; substituicdo de uma serina (S) no lugar da treonina
(T) na posicdo 56 da SEQ ID NO: 45; substituicdo de uma tirosina
(Y) no lugar da fenilalanina (F) na posicdo 94 da SEQ ID NO: 45; e
qualquer combinacao destes. Em uma modalidade particular, todas
estas substituicdes de residuos de aminoacido na SEQ ID NO: 45
sao incorporadas em uma unica variante de cadeia leve. Em moda-
lidades preferidas, as moléculas de ligagao de antigeno compreen-

dendo as variantes de cadeia leve com substituicbes de aminoacido
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para as CDRs de ICR62 retém a ligagéo especifica a EGFR (quando
comparado a uma molécula de ligagdo de antigeno compreendendo
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a sequéncia da
SEQ ID NO: 45) quando a variante de cadeia leve &€ emparelhada
com um polipeptideo compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada da presente invencao.

[0339] A presente invencdo também é direcionada aos polinu-
cleotideos que codificam qualquer um dos polipeptideos e/ou molé-
culas de ligacdo de antigeno acima. A presente invengao é direcio-
nada ainda as moléculas de ligagcdo de antigeno descritas acima,
com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0340] Todas as publicagdes tais como compéndios, artigos de
jornal, GenBank ou outras entradas de base de dados de sequéncia,
pedidos de patente publicados, e pedidos de patente mencionados
neste relatério descritivo sdo aqui incorporados por referéncia a
mesma extensao como se cada publicacdo ou pedido de patente
individuais fossem especifica e individualmente indicados para se-

rem incorporados por referéncia.
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REIVINDICAGOES

1. Molécula de ligagado ao antigeno anti-EGFR humaniza-
da, caracterizada pelo fato de que se liga especificamente a EGFR,
em que a referida molécula de ligagdo ao antigeno compreende um
primeiro polipeptideo, um segundo polipeptideo e uma regido Fc
humana, em que pelo menos 70% dos oligossacarideos na referida
regido Fc sdo nao fucolisados,

em que o referido primeiro polipeptideo compreende uma
sequéncia de:

(a) a CDR1 da cadeia pesada da SEQ ID NO: 53; e

(b) a CDR2 da cadeia pesada da SEQ ID NO: 79; e

(c) a CDR3 da cadeia pesada da SEQ ID NO: 107; e

(d) uma regido constante de cadeia pesada de IgG1 hu-
mana; e

em que o referido segundo polipeptideo compreende uma
sequéncia de:

(e) a CDR1 da cadeia leve da SEQ ID NO: 111 ou SEQ
ID NO: 113; e

(f) a CDR2 da cadeia leve da SEQ ID NO: 115; e

(g) a CDR3 da cadeia leve da SEQ ID NO: 117; e

(h) uma regiao constante kappa de cadeia leve humana.

2. Molécula de ligacdo ao antigeno, de acordo com a rei-
vindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o referido primeiro poli-
peptideo compreende uma sequéncia de:

(a) a CDR1 da cadeia pesada da SEQ ID NO: 53; e

(b) a CDR2 da cadeia pesada da SEQ ID NO: 79; e

(c) a CDR3 da cadeia pesada da SEQ ID NO: 107; e

em que o referido segundo polipeptideo compreende uma
sequéncia de:

(d) a CDR1 da cadeia leve da SEQ ID NO: 113; e
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(e) a CDR2 da cadeia leve da SEQ ID NO: 115; e

(f) a CDR3 da cadeia leve da SEQ ID NO: 117.

3. Molécula de ligagdo ao antigeno, de acordo com a rei-
vindicacao 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a referida molé-
cula de ligagdo ao antigeno compreende um primeiro polipeptideo
compreendendo a sequéncia da SEQ ID NO: 15 e um segundo po-
lipeptideo compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 45.

4. Molécula de ligacdo ao antigeno, de acordo com qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a
referida molécula de ligacdo ao antigeno € um anticorpo humanizado.

5. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende a molécula de ligagdo ao antigeno, como definida em
qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 4, e um veiculo farmaceutica-
mente aceitavel.

6. Método para detectar a presenca de EGFR em uma
amostra, caracterizado pelo fato de que compreende usar a molécula
de ligacdo ao antigeno, como definida em qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 4, para contatar uma amostra a ser testada, opcionalmente
com uma amostra controle, sob condigcbes que permitam a formacao
de um complexo entre a referida molécula de ligacdo ao antigeno e
EGFR; e em que a presenca de EGFR é indicada pela detec¢ao dos
complexos de molécula de ligacdo ao antigeno-EGFR.

7. Uso da molécula de ligacdo ao antigeno, como definida
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de
que € para a produgao de um medicamento para o tratamento de uma
doenca relacionada a EGFR.

8. Uso da molécula de ligacdo ao antigeno, como definida
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de
que é para a produgao de um medicamento para o tratamento ou di-

agnose de uma doencga definida pela superexpressédo de EGFR.
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9. Uso da molécula de ligacdo ao antigeno, como definida
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de
que é para a produgao de um medicamento para o tratamento de uma
doenca de proliferacéo celular tratavel através do bloqueio da sinaliza-
¢ao mediada por EGFR.

10. Uso da molécula de ligagdo ao antigeno, como definida
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de
que é para a producdo de um medicamento para o tratamento ou profi-
laxia de cancer.

11. Uso da molécula de ligagao ao antigeno, de acordo com
a reivindicacao 10, caracterizado pelo fato de que o referido cancer é
selecionado a partir do grupo que consiste em: cancer de mama, can-
cer de bexiga, cancer de cabecga e pescogo, cancer de pele, cancer de
pancreas, cancer de pulmao, cancer de ovario, cancer de colon, can-

cer de prostata, cancer de rim e cancer cerebral.
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Fig. 16

Perfil de precisdao de anti-EGFR
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Fig. 17

Curva de calibragéo de anti-EGFR representativa
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Fig. 18

Concentragdes séricas de anti-EGFR no Dia 1 de
administragdo intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos
caranguejeiros machos
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—d— 4.5 mg/kg
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Fig. 19

Concentragdes séricas de anti-EGFR no Dia 1 de administragao
intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos
caranguejeiros fémeas
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Relacionamento entre areas sob curvas de concentragao-tempo de anti-EGFR no soro (AUC,,)

AUC ;¢ (Hg-h/mL)
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Fig. 20

e nivel de dose no Dia 1 de administragado intravenosa

semanal de anti-EGFR aos macacos-caranguejeiros
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Fig. 21

Concentragdes séricas de anti-EGFR durante a administragao
intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos caranguejeiros machos
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Fig. 22

Concentragdes séricas de anti-EGFR durante a administragao
intravenosa semanal de anti-EGFR a macacos caranguejeiros fémeas
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