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O PRESENTE INVENTO REFERE-SE A MEMBROS DE LIGACAO ESPECIFICA,
PARTICULARMENTE ANTICORPOS E SEUS FRAGMENTOS ATIVOS, QUE RECONHECEM UMA
FORMA DO EGFR ABERRANTE MODIFICADA POS-TRADUGAO, PARTICULARMENTE UMA
FORMA ABERRANTE GLICOSILADA. OS MEMBROS DE LIGACAO, PARTICULARMENTE
ANTICORPOS E SEUS FRAGMENTOS, DO PRESENTE INVENTO NAO SE LIGAM A EGFR EM
CELULAS NORMAIS NA AUSENCIA DE AMPLIFICACAO DO GENE DE TIPO SELVAGEM E SAO
CAPAZES DE SE LIGAR AO EGFR DE2-7 NUM EPITOPO QUE E DISTINTO DO PEPTIDO DE
JUNCAO. OS ANTICORPOS DESTE TIPO SAO EXEMPLIFICADOS PELO NOVO ANTICORPO 806
CUJAS SEQUENCIAS DE VH E VL SAO ILUSTRADAS COMO SEQ ID NO:2 E 4 E SEUS
ANTICORPOS QUIMERICOS TAL COMO EXEMPLIFICADO POR CH806.
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RESUMO
“Proteinas de ligagdo especifica e suas utilizacgdes”

O presente 1invento refere-se a membros de ligacgao
especifica, particularmente anticorpos e seus fragmentos
ativos, que reconhecem uma forma do EGFR aberrante modificada
pbés—-traducdo, particularmente uma forma aberrante glicosilada.
Os membros de ligacdo, particularmente anticorpos e seus
fragmentos, do presente invento ndo se ligam a EGFR em células
normais na auséncia de amplificacdo do gene de tipo selvagem e
sdo capazes de se ligar ao EGFR de2-7 num epitopo gque &
distinto do péptido de Jjuncdo. Os anticorpos deste tipo séo
exemplificados pelo novo anticorpo 806 cujas sequéncias de VH
e VL sé&o ilustradas como SEQ ID NO:2 e 4 e seus anticorpos
quiméricos tal como exemplificado por ch806.
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DESCRICAO

“Proteinas de ligagdo especifica e suas utilizacgdes”

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se a membros de 1ligacgao
especifica, particularmente anticorpos e seus fragmentos, que
se ligam ao recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
amplificado e a truncagem EGFR de2-7 do EGFR. Em particular, o
epitopo reconhecido pelos membros de ligacdo especifica,
particularmente anticorpos e seus fragmentos, ¢é aumentado ou
evidenciado apds modificacdo aberrante pds-traducdo. Estes
membros de ligacgdo especifica s&o Uuteis no diagnéstico e
tratamento de cancro. Os membros de ligagdo do presente
invento podem também ser utilizados em terapia em combinacgédo
com quimioterapéuticos ou agentes anticancerosos e/ou com

outros anticorpos ou seus fragmentos.

ANTECEDENTES DO INVENTO

O tratamento de doenca proliferativa, particularmente
cancro, através de meios quimioterapéuticos assenta
frequentemente na exploracdo das diferencas nas células em
proliferacdo alvo e outras células normais no corpo humano ou
animal. Por exemplo, muitos agentes quimicos sao concebidos
para serem tomados por ADN em rdpida replicacdo de modo a que
0 processo de replicagdo do ADN e de divisdo celular seja
interrompido. Outra abordagem ¢é identificar antigénios a
superficie de células tumorais ou outras células anormais que
ndo sejam normalmente expressos em tecido humano desenvolvido,
tais como antigénios tumorais ou antigénios embriondrios. Tais
antigénios podem ser apontados com proteinas de ligacdo tais
como anticorpos que podem bloquear ou neutralizar o antigénio.
Adicionalmente, as proteinas de ligacdo, incluindo anticorpos
e seus fragmentos, podem distribuir um agente tdéxico ou outra
substéncia que seja capaz de ativar diretamente ou

indiretamente um agente toéxico no local de um tumor.

O EGFR ¢ um alvo atrativo para terapia de anticorpos
direcionada a tumores porque € sSobre-expresso em muitos tipos
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de tumores epiteliais (27,28). Para além disso, a expressao do
EGFR estd associada a um fraco progndstico em varios tipos de
tumores incluindo estdmago, c¢dlon, bexiga, mama, prdstata,
endométrio, rim e cérebro (p.ex., glioma). Consequentemente,
varios anticorpos de EGFR foram relatados na literatura com
vdrios sujeitos a avaliacgdo clinica (18,19,29). 0Os resultados
de estudos utilizando mAb de EGFR em pacientes com cancro da
cabeca e pescocgo, cancro pulmonar de células escamosas,
gliomas cerebrais e astrocitomas malignos foram encorajadores.
A atividade antitumoral da maioria dos anticorpos de EGFR é
aumentada através da sua capacidade para bloquear a ligacd&o ao
ligando (30,31). Tais anticorpos podem mediar a sua eficécia
através de modulacdo da proliferacdo celular e de funcgdes
imunitdrias dependentes de anticorpos (p.ex., ativacdo do
complemento) . A utilizacdo destes anticorpos, no entanto, pode
estar limitada pela tomada por Oérgdos que tenham niveis
enddgenos elevados de EGFR tais como o figado e a pele
(18,19) .

Uma proporgaoc significativa de tumores contendo
amplificag¢des do gene de EGFR (i.e., multiplas coépias do gene
de EGFR) também co-expressa uma versdo truncada do recetor
(13) conhecido como EGFR de2-7, EGFR ou 2-7 (termos aqui
utilizados indiferentemente) (2). O rearranjo observado no
EGFR de2-7 resulta num ARNm maduro enquadrado sem 801

nucledétidos abrangendo os exbes 2-7 (6-9). A proteina EGFR
correspondente tem uma delecéo de 267 aminoacidos
compreendendo os residuos 6-273 do dominio extracelular e um
novo residuo de glicina na juncdo da fusdo (9). Esta delecéao,
juntamente com a insercdo de um residuo de glicina, produz um
péptido de juncdo Unico na interface da delecdo (9). O EGFR
de2-7 (2) foi relatado em varios tipos de tumores incluindo
glioma, mama, pulmdo, ovario e prdéstata (1-4). Embora este
recetor truncado nédo se ligue ao ligando, ©possui baixa

atividade constitutiva e confere uma significativa vantagem de
crescimento as células de glioma criadas como xenoenxertos de
tumor em ratinhos nus (10) e é capaz de transformar células
NIH3T3 (11) e células MCF-7. Os mecanismos celulares
utilizados pelo EGFR de2-7 em células de glioma nédo estéo
completamente definidos mas estd relatado que incluem uma
diminuig¢do na apoptose (12) e um pequeno aumento da
proliferacao (12).
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Como a expressao deste recetor truncado estd restringida
as células tumorais, representa um alvo altamente especifico
para terapia de anticorpos. Assim, varios laboratdrios
relataram a geracdo de anticorpos policlonais (14) e
monoclonais (3,15,16) especificos para o péptido tnico de EGFR
de2-7. Uma série de mAb de ratinho, isolada apds imunizacdao
com o péptido de2-7 Unico, mostrou toda seletividade e
especificidade para o recetor truncado e dirigiu-se a
xenoenxertos positivos para EGFR deZ2-7 criados em ratinhos nus
(3,25,32).

No entanto, um potencial defeito dos anticorpos de EGFR
de2-7 ¢é qgue apenas uma proporgcdao dos tumores exibindo
amplificacdo do gene de EGFR expressa também o EGFR 2-7 (5). A
percentagem exata de tumores contendo o EGFR de2-7 nédo estéa
completamente estabelecida, porque a utilizacdo de diferentes
técnicas (i.e. PCR versus imuno-histoquimica) e varios
anticorpos, produziu uma ampla variedade de valores relatados
para a frequéncia da sua presenca. Os dados publicados indicam
que aproximadamente 25-30% dos gliomas expressam EGFR de2-7
sendo a expressdao menor em astrocitomas anaplasicos e mais
elevada em glioblastoma multiforme (6,13,17). A proporgcao de
células positivas dentro dos gliomas que expressam EGFR de2-7
foi relatada como variando de 37-86% (1). Verificou-se que 27%
dos carcinomas da mama e 17% dos cancros do pulmdo eram
positivos para o EGFR de2-7 (1,3,13,16). Assim, espera-se que
anticorpos especificos de EGFR de2-7 sejam Uteis apenas numa
percentagem dos tumores positivos para EGFR.

Assim, embora a prova existente de atividade de
anticorpos de EGFR seja encorajadora, permanecem as limitacgdes
observadas no intervalo da aplicabilidade e eficéacia
refletidas acima. Assim, seria desejavel desenvolver
anticorpos e agentes semelhantes que demonstrem eficdcia com
uma ampla variedade de tumores, e €& para alcancar esse
objetivo que o presente invento estéd dirigido.

A citagdo das referéncias agqui néo deverd ser entendida
como uma admissdo de que tais sdo arte anterior ao presente
invento.
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SUMARIO DO INVENTO

O presente invento proporciona um anticorpo isolado ou
seu fragmento ativo, em que o referido anticorpo isolado ou
seu fragmento ativo: (a) liga-se ao EGFR humano de tipo
selvagem 1ligado as células gquando o gene de EGFR &
amplificado; (b) liga-se a EGFR de2-7 num epitopo distinto do
péptido de juncdo LEEKKGNYVVTDH; (c) ndo se liga a células de
tipo selvagem gque expressam EGFR enddégeno; e (d) reconhece um
epitopo dentro da sequéncia de residuos 273-501 do EGFR humano

de tipo selvagem.

Aspetos e concretizagdes adicionais do invento estéo
estabelecidos nas reivindicacdes apensas.

O presente invento proporciona um membro de ligacéo
especifico isolado, particularmente um anticorpo ou seu
fragmento, que reconhece um epitopo de EGFR que ndo demonstra
quaisquer alteracdes ou substituicdes na sequéncia de
aminocdcidos em relacdo ao EGFR de tipo selvagem e dque ¢é
encontrado em células tumorigénicas, hiperproliferativas ou
anormais e ndo ¢é detetdvel em células normais ou de tipo
selvagem (a expressdo “célula de tipo selvagem” tal como aqui
se utiliza contempla uma célula que expressa EGFR enddgeno mas
ndo o EGFR de2-7 e a expressao exclui especificamente uma
célula que sobre-expresse o gene de EGFR; a expressido “tipo
selvagem” refere-se a um gendétipo ou fendtipo ou outra
caracteristica presente numa célula normal em vez de numa

célula anormal ou tumorigénica).

O presente invento proporciona um membro de ligacéo
especifica, particularmente um anticorpo ou seu fragmento, que
reconhece um epitopo de EGFR que ¢é encontrado em células
tumorigénicas, hiperproliferativas ou anormais e nédo &
detetdvel em células normais ou de tipo selvagem, em que o0
epitopo ¢é aumentado ou evidente apds modificacdo aberrante
pdés—-traducdo ou expressdo aberrante. Numa exemplificacao
particular ndo limitante aqui proporcionada, o epitopo de EGFR
¢ aumentando ou evidente sendo gque a modificacdo pds-traducéo
ndo é completa ou inteira até ao ponto observado com expressao
normal do EGFR em células de tipo selvagem. Num aspeto, o
epitopo de EGFR ¢ aumentado ou evidente apdés modificagéo
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inicial ou simples dos hidratos de carbono ou glicosilacgéao
inicial, particularmente uma modificagdo de rica em manose, e
¢ reduzido ou ndo evidente na presenca de uma modificacéo

complexa dos hidratos de carbono.

0O membro de ligacédo especifica, que é um anticorpo ou um
seu fragmento, tal como um seu fragmento imunogénico, nédo se
liga ou reconhece células normais ou de tipo selvagem contendo
o epitopo de EGFR normal ou de tipo selvagem na auséncia de
expressdo aberrante e na presenca de modificacdo normal pds-
traducdo do EGFR. Mais particularmente, o membro de ligacéo
especifica do presente invento, que é um anticorpo ou seu
fragmento, reconhece um epitopo de EGFR que estd presente em
células qgue sobre-expressam EGFR (p.ex., 0 gene de EGFR esté
amplificado) ou que expressam o EGFR de2-7, particularmente na
presenca de modificacdo pds-traducdo aberrante, e que nédo é
detetdvel em células que expressam EGFR sob condig¢des normais,
particularmente na presenca de modificacdo pds-traducdo

normal.

Os presentes 1inventores determinaram novos anticorpos
monoclonais, aqui exemplificados pelo anticorpo designado
mAb 806, qgque reconhecem especificamente EGFR expresso de forma
aberrante. Em particular, os anticorpos do presente invento
reconhecem um epitopo de EGFR que ¢é encontrado em células
tumorigénicas, hiperproliferativas ou anormais e ndo &
detetdvel em células normais ou de tipo selvagem, em que O
epitopo é aumentado ou evidente apds modificacdo pds-traducéio
aberrante. 0Os anticorpos do presente invento sao ainda
exemplificados pelos anticorpos mAb 124 e mAb 1133 aqui
descritos. Os novos anticorpos do presente invento também
reconhecem EGFR de tipo selvagem amplificado e o EGFR dez2-7,
contudo ligam-se a um epitopo distinto do péptido de Jjuncéo
tnico da mutacdo EGFR de2-7. Os anticorpos do presente invento
reconhecem especificamente EGFR expresso de forma aberrante,
incluindo EGFR amplificado e EGFR mutante (aqui exemplificado
pela mutacdo de2-7), particularmente apds modificacdo pds-—
traducdo aberrante. Adicionalmente, embora o mAb 806 nao
reconhega o EGFR quando expresso na superficie celular de uma
linha celular de glioma que expressa quantidades normais de
EGFR, este liga-se ao dominio extracelular do EGFR (SEGFR)
imobilizado a superficie de placas de ELISA, indicando o
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reconhecimento de um epitopo conformacional. O mAb 806 liga-se
a superficie de células A431, que possuem uma amplificacdo do
gene de EGFR mas ndo expressam o EGFR de2-7. Importantemente,
o mAb 806 nao se ligou significativamente a tecidos normais
tais como figado e pele, que expressam niveis de EGFR de tipo
selvagem (wt) enddgeno que sdo mais elevados que na maioria
dos outros tecidos normais, mas em gque EGFR ndo é expresso de

forma aberrante nem amplificado.

Os anticorpos do presente 1invento podem categorizar
especificamente a natureza dos tumores ou das células
tumorigénicas com EGFR, através de coloracgédo ou de
reconhecimento por outro modo dos tumores ou células em qgue
esté presente expressao aberrante de EGFR, incluindo
amplificagcdo de EGFR e/ou mutacgdo de EGFR, particularmente
EGFR de2-7. Mais, os anticorpos do presente invento, tal como
exemplificados pelo mAb 806, demonstram uma significativa
atividade antitumoral in vivo contra tumores contendo EGFR

amplificado e contra xenoenxertos positivos para EGFR de2-7.

A especificidade Unica do mAb 806, pela qual o mAb 806 se
liga ao EGFR deZ2-7 e ao EGFR amplificado mas ndo ao EGFR de
tipo selvagem normal, proporciona utilizacgdes de diagnédstico e
terapéuticas para identificar, caracterizar e alvejar varios
tipos de tumores, por exemplo, tumores da cabeca e do pescoco,
da mama ou prdéstata e glioma, sem os problemas associados com
a tomada por tecidos normais que pode ser observada com 0sS
anticorpos de EGFR anteriormente conhecidos.

Assim, O presente invento proporciona proteinas de
ligagdo especifica, tais como anticorpos, que se ligam ao EGFR
de2-7 num epitopo que é distinto do péptido de juncdo mas que
ndo se liga ao EGFR em células normais na auséncia de
amplificacdo do gene de EGFR. Por amplificacdo, pretende-se
incluir que a célula compreende multiplas cépias do gene de
EGFR.

O epitopo reconhecido pelo mAb 806 situa-se dentro da
regido compreendendo os residuos 273-501 da sequéncia de EGFR
maduro normal ou de tipo selvagem. Por essa razdo, sao também
proporcionadas proteinas de ligacdo especifica, tais como
anticorpos, que se ligam ao EGFR de2-7 num epitopo situado
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dentro da regido compreendendo ©os residuos 273-501 da
sequéncia de EGFR. O epitopo pode ser determinado através de
quaisquer técnicas de mapeamento de epitopos convencionais
conhecidas dos peritos na especialidade. Alternativamente, a
sequéncia de ADN codificando os residuos 273-501 pode ser
digerida, e os fragmentos resultantes expressos num hospedeiro
adequado. A ligacdo do anticorpo pode ser determinada tal como
mencionado acima.

Num aspeto preferido, o anticorpo €é um que tem as
caracteristicas do anticorpo que os inventores identificaram e
caracterizaram, em particular, o reconhecimento de EGFR
expresso de forma aberrante, como se verifica no EGFR
amplificado e no EGFR de2-7. Num aspeto particularmente
preferido o anticorpo é o mAb 806 ou seus fragmentos ativos.
Noutro aspeto preferido o anticorpo do presente invento
compreende as sequéncias de aminoacidos de VH e VL
representadas nas Figuras 14 (SEQ ID NO:2) e Figuras 15 (SEQ
ID NO:4), respetivamente.

Noutro aspeto, 0 presente invento proporciona um
anticorpo capaz de competir com o anticorpo 806, sob condigdes
nas quais pelo menos 10% de um anticorpo possuindo as
sequéncias de VH e VL do anticorpo 806 sao blogqueados para se
ligarem a EGFR de2-7 através de competicdo com um tal
anticorpo num ensaio ELISA. Em particular, anticorpos anti-
idiotipicos estdo contemplados e sdo aqui exemplificados. Os
anticorpos anti-idiotipicos LMH-11, LMH-12 e LMH-13 s&o aqui
proporcionados.

Um polipéptido isolado consistindo essencialmente no
epitopo compreendendo os residuos 273-501 do EGFR de tipo
selvagem, maduro normal (residuos 6-234 do EGFR de2-7 maduro)
forma outro aspeto da presente divulgacdo. O péptido é
particularmente Util em ensaios de diagndéstico ou estojos e
terapeuticamente ou profilaticamente, incluindo como vacina
antitumoral ou anticancerosa. Assim, composicdes do péptido

incluem composicdes farmacéuticas e composicdes imunogénicas.

A ligagdo de um anticorpo ao seu antigénio alvo é mediada
através das regides determinantes de complementaridade (CDR)
das suas cadeias pesada e 1leve, sendo o papel de CDR3 de
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particular importéancia. Assim, 0s membros de ligacgéo
especifica baseados nas regides CDR3 da cadeia pesada ou leve,
e de preferéncia ambas, de mAb 806 serdo membros de ligacgéao
especifica Uteis para terapia in vivo. As CDR do anticorpo
mAb 806 sdo mostradas nas Figuras 16 e 17.

Assim, as proteinas de ligacdo especifica tais como
anticorpos que sao baseadas nas CDR do anticorpo mAb806
identificadas, particularmente as regides CDR3, serdo uteis
para atingir tumores com EGFR amplificado independentemente do
seu status de EGFR de2-7. Uma vez gque o mAb 806 nao se liga
significativamente ao recetor normal de tipo selvagem, nao
haveria tomada significativa em tecidos normais, uma limitacéao
dos anticorpos de EGFR atualmente em desenvolvimento (18, 19).

Nos desenhos anexos, a sequéncia de &cido nucleico (SEQ
ID NO:1) e a traducgdo (SEQ ID NO:2) desta do gene de VH de 806
¢ mostrada na Figura 14. O gene de VL do anticorpo 806 &
mostrado como Figura 15 como sequéncia de acido nucleico (SEQ
ID NO:3) e sequéncia de aminoacidos prevista (SEQ ID NO:4).
Nas Figuras 16 e 17, representando as sequéncias
polipeptidicas de VH e VL do mAb 806, as CDR estdo indicadas
em caixas.

Noutro aspeto, o0 presente invento proporciona um membro
de 1ligacgdo especifica isolado capaz de se ligar a um
antigénio, em que o referido membro de ligagdo especifica
compreende um dominio de ligacdo polipeptidico compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos substancialmente tal como exposta
como residuos 115-123 de SEQ ID NO:2. O presente invento
proporciona ainda o referido membro de ligacdo especifica
isolado que compreende ainda um ou ambos os dominios de
ligagédo polipeptidicos substancialmente tal como expostos como
residuos 44-54 e 68-83 de SEQ ID NO:2, de preferéncia ambos.
Um exemplo de uma tal concretizacéo é a sequéncia
substancialmente tal como mostrada em SEQ ID NO:2. Numa
concretizagdo preferida, os dominios de ligagdo sao suportados
por uma estrutura de anticorpo humano.

Noutro aspeto, o0 presente invento proporciona um membro
de ligacgdo especifica isolado capaz de se ligar a um antigénio
tumoral, em que o referido membro de ligacdo especifica
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compreende um dominio de ligacdo polipeptidico compreendendo
uma sequéncia da cadeia pesada compreendendo pelo menos a
sequéncia de CDR3 de SEQ ID NO:2, Jjuntamente com uma cadeia
leve compreendendo CDR cujas sequéncias de aminocédcidos séao
substancialmente como se encontram em SEQ ID NO:4. Um exemplo
de uma tal concretizacdo é a sequéncia substancialmente tal
como mostrada em SEQ ID NO:4. Numa concretizacgdo preferida, as
CDR sao suportadas por uma estrutura de anticorpo humano.

Noutros aspetos, o presente invento proporciona um &acido
nucleico isolado que compreende uma sequéncia codificando um
membro de ligacdo especifica tal como definido acima, e
métodos de preparacdo dos membros de ligacdo especifica do
presente invento que compreendem a expressao dos referidos
adcidos nucleicos sob condigcdes que levem a expressao do
referido membro de ligagcdo e a recuperacao do membro de
ligacgéo.

Ainda outro aspeto do presente invento sd&o composicdes de
tais proteinas de ligacdo com proteinas de ligacdo adicionais,
tais como proteinas de ligacdo que se ligam a EGFR, de
preferéncia inibindo a ligagdo do ligando a este. Tais

composicdes podem ser misturas de “um frasco”, estojos, e por
ai adiante, de preferéncia formuladas para facil
administracéo.

Os membros de ligacdo especifica de acordo com o presente
invento podem ser utilizados num método de tratamento ou
diagnéstico do corpo humano ou animal, tal como um método de
tratamento de um tumor num paciente humano gque compreende a
administracdo ao referido paciente de uma quantidade eficaz de
um membro de ligacdo especifica do presente invento.

O presente invento refere-se também a uma molécula de ADN
recombinante ou gene clonado, ou uma variante degenerada
desta, que codifica um anticorpo do presente invento; de
preferéncia uma molécula de &cido nucleico, em particular uma
molécula de ADN recombinante ou gene clonado, codificando o
anticorpo VH que possuili uma sequéncia nucleotidica ou é
complementar a uma sequéncia de ADN mostrada na FIGURA 14 (SEQ
ID NO:1). Noutra concretizacgcdo, o presente invento refere-se

também a uma molécula de ADN recombinante ou gene clonado, ou
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uma variante degenerada desta, de preferéncia uma molécula de
4dcido nucleico, em particular uma molécula de ADN recombinante
ou gene clonado, codificando o anticorpo VL gque possui uma
sequéncia nucleotidica ou é complementar a uma sequéncia de
ADN mostrada na FIGURA 15 (SEQ ID NO:3).

O presente invento inclui também polipéptidos ou
anticorpos possuindo as atividades aqui observadas, e que
apresentam as sequéncias de aminocdcidos expostas e descritas
acima e nas Figuras 14 e 15 aqui e selecionadas a partir de
SEQ ID NO:2 e 4.

Noutra concretizacdo do presente invento, a sequéncia de
ADN inteira da molécula de ADN recombinante ou do gene clonado
aqul proporcionada pode ser operativamente ligada a uma
sequéncia de controlo da expressao que pode ser introduzida
num hospedeiro apropriado. O presente invento estende-se assim
a hospedeiros unicelulares transformados com o gene clonado ou
a molécula de ADN recombinante compreendendo uma sequéncia de
ADN codificando a presente VH e/ou VL, ou porg¢des destas, do
anticorpo, e mais particularmente, a VH e/ou VL expostas acima
e em SEQ ID NO:1 e 3.

O presente invento contempla naturalmente varios meios
para preparacdao dos anticorpos e seus fragmentos ativos,
incluindo tal como aqui ilustrado técnicas recombinantes
conhecidas, e pretende-se assim que o presente invento cubra
tails preparagdes de anticorpos sintéticos ou quiméricos dentro
do seu ambito. O isolamento do ADNc e das sequéncias de
aminocdcidos aqui divulgados facilita a reproducdo do anticorpo
do presente invento através de tais técnicas recombinantes e,
assim, o presente invento estende-se a vetores de expressao
preparados a partir das sequéncias de ADN divulgadas para
expressdo em sistemas hospedeiros através de técnicas de ADN
recombinantes, e aos resultantes hospedeiros transformados
como estabelecido nas reivindicacgdes.

A presente divulgacdo proporciona férmacos ou outras
entidades, incluindo anticorpos tais como anticorpos anti-
idiotipicos, que sao capazes de se ligar ao anticorpo, deste
modo modulando, inibindo ou potenciando a atividade do
anticorpo. Assim, sao aqui proporcionados e exemplificados
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anticorpos anti-idiotipicos para mAb806. Tais anticorpos anti-
idiotipicos seriam Uteis no desenvolvimento de farmacos que se
ligariam especificamente a anticorpos tais como mAb806 ou ao
seu epitopo ou que potenciariam a sua atividade.

A utilidade de diagnéstico do presente invento estende-se
a utilizacdo dos anticorpos do presente invento em ensaios
para caracterizar tumores ou amostras celulares ou para
pesquisar tumores ou cancro, incluindo ensaios de diagndstico

in vitro e in vivo.

Num imunoensaio, uma quantidade de controlo dos
anticorpos ou semelhantes pode ser preparada e marcada com uma
enzima, um parceiro de 1ligacdo especifica e/ou um elemento
radicativo, e pode entdo ser introduzida numa amostra celular.
Apds o material marcado ou o seu parceiro ou parceiros de
ligacao terem tido uma oportunidade para reagir com locais
dentro da amostra, a massa resultante pode ser examinada
através de técnicas conhecidas, dque podem variar com a
natureza do marcador ligado.

Os membros de ligacdo especifica do presente invento
podem possuir um marcador detetdvel ou funcional. Os membros
de ligagdo especifica podem possuir um marcador radioativo,
tal como os isdtopos °*H, C, 3P, 355, 3¢Cl, °Cr, °'Co, °%°Co,
59Fe, 90y, l2ly, 1247, 1257, 1317, 1l1Tp, 211pt, 198py, 67Cu, 225Ac,
213B1, 9Tc e 186Re. Quando sédo utilizados marcadores
radioativos, podem ser utilizados procedimentos de contagem
conhecidos atualmente disponiveis para identificar e
quantificar os membros de ligacdo especifica. No caso em que o
marcador é uma enzima, a detecdo pode ser alcangada através de
qualquer uma das técnicas colorimétricas, espetrofotométricas,
fluoroespetrofotométricas, amperimétricas ou gasométricas

conhecidas na arte.

Os membros de ligacéao especifica radiomarcados,
particularmente anticorpos e seus fragmentos, sdo Uteis em
técnicas de diagndéstico in vitro e em técnicas de
radioimagiologia in vivo. Num outro aspeto do presente
invento, os membros de ligacdo especifica radiomarcados,
particularmente anticorpos e seus fragmentos, particularmente
radioimunoconjugados, sao Gteis em radioimunoterapia,
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particularmente como anticorpos radiomarcados para terapia de
cancro. Ainda noutro aspeto, os membros de ligacdo especifica
radiomarcados, particularmente anticorpos e seus fragmentos,
sdo uUteis em técnicas de cirurgia radioimuno-orientadas, em
que podem identificar e indicar a presenca e/ou localizacédo de
células de cancro, células pré-cancerosas, células tumorais e
células hiperproliferativas, antes, durante ou apds cirurgia

para remover tais células.

Os imunoconjugados ou as proteinas de fusé&o de anticorpo
do presente invento, em que o0s membros de ligacdo especifica,
particularmente anticorpos e seus fragmentos, do presente
invento sdo conjugados ou unidos a outras moléculas ou
agentes, 1incluem ainda, mas nao se limitam a membros de
ligacao conjugados com um agente de ablacdo quimica, toxina,
imunomodulador, citoquina, agente citotdxico, agente ou
fadrmaco quimioterapéutico.

O presente invento inclui um sistema de ensaio que pode
ser preparado na forma de um estojo de teste para a andlise
quantitativa da extensdo da presenca, por exemplo, de EGFR ou
EGFR de2-7 amplificado. O sistema ou estojo de teste pode
compreender um componente marcado preparado através de uma das
técnicas radioativas e/ou enzimdticas agqui discutidas, unindo
um marcador ao anticorpo, e um ou mails reagentes imunoquimicos
adicionais, pelo menos um dos quais € um componente livre ou
imobilizado a determinar ou o seu parceiro ou parceiros de
ligacgéo.

Num outro caso, a presente divulgacdo refere-se a certos
métodos terapéuticos gque seriam baseados na atividade do
membro de ligacédo, anticorpo ou seus fragmentos ativos, ou em
agentes ou outros fdrmacos que se determine possuirem a mesma
atividade. Um primeiro método terapéutico estd associado com a
prevengdo ou o tratamento de cancro, incluindo mas néao se
limitando a cancro da cabeca e pescogo, da mama, da prdstata e
glioma.

Em particular, os membros de 1ligacdo e anticorpos do
presente invento, e numa concretizacdo particular o anticorpo
806 cujas sequéncias sdo apresentadas em SEQ ID NO:2 e 4 aqui,
ou seus fragmentos ativos, e anticorpos gquiméricos
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(biespecificos) ou sintéticos seus derivados podem @ser
preparados em composicdes farmacéuticas, incluindo um veiculo,
transportador ou diluente adequado para administracdo em casos
em que a terapia é apropriada, tal como para tratar cancro.
Tais composicbes farmacéuticas podem também incluir métodos de
modulacdo da semivida dos membros de ligacdo, anticorpos ou
fragmentos através de métodos conhecidos na arte tais como
peguilacéo. Tais composicdes farmacéuticas podem ainda

compreender anticorpos adicionais ou agentes terapéuticos.

Assim, uma composicdo do presente invento pode ser
administrada sozinha ou em combinacdo com outros tratamentos,
terapéuticos ou agentes, simultaneamente ou sequencialmente
dependendo da condigcédo a tratar. Adicionalmente, o presente
invento contempla e inclui composicdes compreendendo 0 membro
de ligacao, particularmente o anticorpo ou seu fragmento, aqui
descrito, e outros agentes ou terapéuticos tais como agentes
ou terapéuticos anticancerosos, agentes anti-EGFR ou
anticorpos ou moduladores imunitédrios. Mais geralmente estes
agentes anticancerosos podem ser inibidores de tirosina-
guinases ou inibidores da cascata de fosforilacdo, moduladores
pdés—-traducédo, inibidores do crescimento ou da divisédo celular
(p.ex., antimitéticos), inibidores de PDGFR ou inibidores da
transdugcdo de sinal. Outros tratamentos ou terapéuticos podem
incluir a administracdo de doses adequadas de féarmacos de
alivio da dor tais como farmacos anti-inflamatdérios néo
esterdides (p.ex., aspirina, paracetamol, ibuprofeno ou
cetoprofeno) ou opidceos tais como morfina ou antieméticos.
Assim, estes agentes podem ser agentes especificos anti-EGFR,
tais como AGl1478, ou podem ser agentes anticancerosos e
antineoplasicos mais gerais, com exemplos nado limitantes a
incluir doxorrubicina, carboplatina e cisplatina.
Adicionalmente, a composicao pode ser administrada com
moduladores imunitdrios, tais como interleucinas, fator de
necrose tumoral (TINF) ou outros fatores de crescimento,
citoquinas ou hormonas tais como dexametasona que estimulam a
resposta imunitdria e a reducdo ou eliminacdo de células de
cancro ou tumores. A composicdo pode também ser administrada
com ou pode incluir combinacgdes juntamente com outros
anticorpos anti-EGFR, incluindo mas nédo se limitando aos
anticorpos anti-EGFR 528; 225; SC-03; 108 (ATCC HBY9764)
Patente U.S. N.¢ 6217866; 14E1 (Patente U.S. N.2 5942602);
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DH8.3; L8A4; Y10; HUMAX-EGFr (Genmab/Medarex); ICR62; e ABX-
EGF (Abgenix) .

O presente invento inclui também anticorpos e seus
fragmentos, que sdo covalentemente unidos ou associados de
outro modo com outras moléculas ou agentes. Estas outras
moléculas ou agentes incluem, mas nédo se limitam a moléculas
(incluindo anticorpos ou fragmentos de anticorpos) com
caracteristicas de reconhecimento distintas, toxinas, ligandos

e agentes quimioterapéuticos.

Outros objetos e vantagens tornar-se-ao aparentes aos
peritos na especialidade a partir de uma revisdao da seguinte
descricéo detalhada, que prossegue com referéncia aos
seguintes desenhos ilustrativos e as reivindicagdes anexas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 apresenta os resultados da andlise de
citometria de fluxo de 1linhas celulares de glioma. Células
U87MG (histogramas a cinzento claro) e U8TMG. 2-=T7 (histogramas
a cinzento escuro) foram coradas com um anticorpo IgG2b
irrelevante (histogramas wvazios), DJ8.3 (especifico para EGFR
de2-7), mAb 806 ou 528 (liga-se tanto a EGFR de tipo selvagem
como de2-7) tal como indicado.

As Figuras 2A-C apresentam os resultados de ELISA dos
anticorpos mAb 806, DH8.3 e 528. (A) ligacdo de concentracdes
crescentes de anticorpo mAb 806 ( )y, DH8.3 ( ) ou bH28 (
placas de ELISA revestidas com sSEGFR. (B) inibicdo da ligacéao
de mAb 806 e 528 a placas de ELISA revestidas com sSEGFR
através de concentracdes crescentes de sEGFR em solucédo. (C) a
ligagdo de concentracgdes crescentes de DH8.3 ao péptido de
juncdo de2-7 ilustra as curvas de ligacdo para os anticorpos
mAb 806 e 528 ao SEGFR de tipo selvagem imobilizado.

As Figuras 2D e 2E apresentam graficamente os resultados
dos estudos de ligagdo BIAcore utilizando péptido C-terminal
biotinilado e incluindo um anticorpo monoclonal do presente
invento, Jjuntamente com outros anticorpos conhecidos, entre
eles o anticorpo LB8A4 que reconhece o péptido de Jjuncao do
mutante EGFR de2-7, e controlos.
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A Figura 3 representa a internalizacdo do anticorpo

mAb 806 e DH8.3. Células U87MG. -4 foram pré-incubadas com
mAb 806 ( ) ou DH8.3 ( ) a 4°C, transferidas para 37°C e a
internalizacéo determinada através de FACS. Os dados

representam a internalizacdo média em cada momento = EP de 3
(DH8.3) ou 4 (mAb 806) experiéncias separadas.

As Figuras 4A e 4B ilustram a biodistribuicgdo (% ID/g de
tumor) de (a) mAb 806 radiomarcado com 125 e (b) 131I-DH8.3 em
ratinhos nus possuindo xenoenxertos U87MG e USTMG. 2-7. Cada
ponto representa a média de 5 ratinhos + EP exceto para 1 h
onde n=4.

As Figuras 5A e 5B ilustram a Dbiodistribuigdo dos
anticorpos 12°I-mAb 806 (barra vazia) e 131I-DH8.3 (barra a
cheio) radiomarcados expressa como razbes (a) tumor:sangue ou
(b) tumor:figado em ratinhos nus possuindo xenoenxertos
Ug87MG. 2-7. Cada barra representa a média de 5 ratinhos + EP
exceto para 1 h onde n=4.

A Figura 6 ilustra a andlise de citometria de fluxo de
linhas celulares contendo amplificacdo do gene de EGFR.
Células A431 foram coradas com mAb 806, DH8.3 ou 528
(histogramas a negro) e comparadas com um anticorpo IgG2b
irrelevante (histograma vazio).

As Figuras 7A e 7B ilustram a biodistribuicdo (% ID/g de
tumor) de (a) 12°I-mAb 806 e (b) 131I-528 radiomarcados em

ratinhos nus possuindo xenoenxertos U87MG. 2=7 e A431.

As Figuras 8A-8D ilustram a Dbiodistribuigdo de 12°I-
mAb 806 (barra vazia) e 131I-528 (barra a cheio) radiomarcados
e anticorpos expressos como razdes (a,b) tumor:sangue ou (c,d)
tumor:figado em ratinhos nus possuindo xenoenxertos (a,c)
U87MG 2=-7 e (b,d) A431.

A Figura 9 ilustra o efeito antitumoral do maAb 806 nas
velocidades de crescimento dos xenoenxertos A) U8T/MG e B)
U87MG. 2-7 num modelo preventivo. Foram 1injetadas s.c.
3x10¢ células U87MG ou U8TMG. -Z2 em ambos os flancos de
ratinhos nus BALB/c com 4-6 semanas de idade, (n=5) no dia 0.
Os ratinhos foram injetados i.p. com 1 mg de mAb 806 ( )
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0,1 mg de mAb 806 ( y; ou veiculo ( ) a comecar um dia antes
da inoculagdo das células tumorais. As injegdes foram dadas
trés vezes por semana durante duas semanas tal como indicado
pelas setas. 0Os dados sdo expressos como volume tumoral médio

+ EP.

A Figura 10 ilustra o efeito antitumoral do mAb 806 nos
xenoenxertos A) U87MG, B) U8TMG. 2-7 e C) U8TMG.wtEGFR num
modelo estabelecido. Foram injetadas s.c. 3x10% células U87TMG,
U87MG. 2-=7 ou U87TMG.wtEGFR, em ambos os flancos de ratinhos
nus BALB/c com 4-6 semanas de idade, (n=5). Os ratinhos foram
injetados i.p. com doses de 1 mg de mAb 806 ( ); doses de 0,1
mg de mAb 806 ( ); ou veiculo ( ) a comecar guando o0s tumores
alcangavam um volume tumoral médio de 65-80 mm?. As injecdes
foram dadas trés vezes por semana durante duas semanas tal
como indicado pelas setas. 0Os dados sao expressos como volume
tumoral médio + EP.

A Figura 11 ilustra o efeito antitumoral de mAb 806 em
xenoenxertos A431 em modelos A) preventivos e B)
estabelecidos. Foram injetadas s.c. 3x10% células 2A431 em
ambos os flancos de ratinhos nus BALB/c com 4-6 semanas de
idade (n=5). 0Os ratinhos foram injetados 1i.p. com doses de
1 mg de mAb 806 ( y; ou veiculo ( ), a comecar um dia antes da
inoculacédo das células tumorais no modelo preventivo ou quando
0s tumores alcancgaram um volume tumoral médio de 200 mm?®. As
injegdes foram dadas trés vezes por semana durante duas
semanas tal como indicado pelas setas. Os dados sao expressos

como volume tumoral médio + EP.

A Figura 12 ilustra o efeito antitumoral do tratamento
com mAb 806 combinado com tratamento com AG1478 em
xenoenxertos A431 num modelo preventivo. Os dados séao

expressos como volume tumoral médio = EP.

A Figura 13 representa a ligagdo do anticorpo 806 a
células A431 na presenga de concentracgdes crescentes de AG1478
(0,5 uM e 5 uM) .

A Figura 14 ilustra a sequéncia de &cido nucleico e a
traducdo em aminodcidos desta do gene de VH de 806 (SEQ 1ID
NO:1 e SEQ ID NO:2, respetivamente).
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A Figura 15 ilustra a sequéncia de &cido nucleico e a
traducdo em aminodcidos desta do gene de VL de 806 (SEQ 1ID
NO:3 e SEQ ID NO:4, respetivamente).

A Figura 16 mostra a sequéncia de VH numerada de acordo

com Kabat, com as CDR em caixas. 0s residuos chave de VH sé&o
24, 37, 48, 67 e 78.

A Figura 17 mostra a sequéncia de VL numerada de acordo
com Kabat, com as CDR em caixas. 0s residuos chave de VL séao
36, 46, 57 e T71.

A Figura 18A-18D mostra os resultados de estudos in vivo
desenhados para determinar o efeito terapéutico da terapia de
anticorpos de combinacédo, particularmente o anticorpo mAb806 e
528. 0s ratinhos receberam inoculagdes de células U8TMG.D2-7
(A e B), UB7MG.DK (C) ou A431 (D).

Figura 19 A-D. Andlise da internalizacdo através de
microscopia eletrdnica. Células UBTMG. 2-7 foram pré-incubadas
com mAb 806 ou DH8.3 seguido de anti-IgG de ratinho conjugado
com ouro a 4¢9C, transferidas para 372C e a internalizacéo
examinada a vadrios momentos através de microscopia eletrdnica.
(A) localizacdo do anticorpo DH8.3 numa depressdao revestida
(seta) apds 5 min; (B) internalizacdo do mAb 806 através de
macropinocitose (seta) apds 2 min; (C) localizacgdo de DHB8.3 em
lisossomas (seta) apds 20 min; (D) localizagdo do mAb 806 em
lisossomas (seta) apds 30 min. A ampliacdo original para todas
as imagens & de x30000.

Figura 20. Autorradiografia de uma seccao de um
xenoenxerto de U8TMG. 2-7 colhido 8 h apds injecado d&2°I-
mAb 806.

Figura 21. Andlise de citometria de fluxo de 1linhas
celulares contendo amplificacdo do gene de EGFR. Células HN5 e
MDA-468 foram coradas com um anticorpo IgG2b irrelevante
(histograma vazio com linha a tracejado), mAb 806 (histograma
a negro) ou 528 (histograma wvazio com linhas fechadas). O
anticorpo DH8.3 foi completamente negativo em ambas as linhas
celulares (dados nao mostrados).
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Figura 22. Imunoprecipitacgdo de EGFR a partir de linhas
celulares. O EGFR foi imunoprecipitado a partir de células
U87MG. 2-7 ou A431 marcadas conf®S com anticorpo mAb 806,
sc-03 ou um controlo do isotipo IgG2b. As setas ao lado
indicam a posicdo do EGFR deZ2-7 e wt. Foram obtidos padrdes de
bandas idénticos em 3 experiéncias independentes.

Figura 23. Autorradiografia de uma secgdo de xenoenxerto
de A431 colhida 24 h apds injecdo de 125I-mAb 806, as &areas de

localizagdo no tecido viavel estdo indicadas (setas).

Figura 24A e B. Sobrevivéncia prolongada de ratinhos nus

possuindo os xenoenxertos intracranianos U87 MG. EGFRAX e
LN-7308. EGFR BYX com tratamento sistémico com mAb 806.
Células U887 MG. EGFR (1x%1P ou células LN-7308. EGFR %530°)

foram implantadas em cérebros de ratinhos nus, e o0s animais
foram tratados com mAb 806, PBS ou IgG do isotipo desde o
dia 0 apds a implantacdo até ao dia 14. C e D, inibicdo do
crescimento de tumores intracranianos através de tratamento
com mAb 806. Ratinhos nus (cinco por grupo), tratados com
mAb 806 ou o controlo do isotipo de 1IgG, foram sujeitos a
eutandsia no dia 9 para U87 MG. EGFRCYX e no dia 15 para
ILN-2308. EGFRDYX, e o0s seus cérebros foram colhidos, fixados
e seccionados. 0Os dados foram calculados tomando o volume do
tumor de controlo como 100%. Os valores sdo a média = DP. ***,
P<0,001; controlo versus mAb 806. Pontas de seta, tecido

tumoral. E, sobrevivéncia prolongada dos ratinhos nus
possuindo xenoenxertos intracranianos ug’7 MG. EGFR com
tratamento intratumoral com mAb 806. Células U87 MG. EGFR

foram implantadas tal como descrito. Foram injetados 10 mg de
mAb 806 ou controlo do isotipo de IgG num volume de 5 pl no
local de injecédo tumoral dia sim, dia n&o, a comecar no dia 1,
por cinco vezes.

Figura 25. 0O mAb 806 ©prolonga a sobrevivéncia dos
ratinhos com tumores cerebrais U887 MG.wtEGFR mas nao com
tumores cerebrais U87 MG.DK. ou U87 MG. Células U87 MG (A),
U87 MG.DK (B) ou U87 MG.wtEGFR (C) (5x10°) foram implantadas
em cérebros de ratinhos nus, e os animais foram tratados com
mAb 806 desde o dia 0 apds a implantacdo até ao dia 14 seguido
de observacao apds descontinuacdo da terapia.
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Figura 26A. Andlise de FACS da reatividade do mAb 806 com

as linhas celulares U87 MG. Células U87 MG, U87 MG. EGFR, U87
MG.DK e U87 MG.wtEGFR foram coradas com os mAb anti-EGFR 528,
EGFR.1 e o) anticorpo anti- EGFR, mAb 806. O anticorpo
monoclonal EGFR.1 reconheceu exclusivamente wtEGFR e o0
anticorpo monoclonal 528 reagiu com wtEGER e EGFR. O mAb 806
reagiu 1intensivamente com U87 MG. EGFR e U87 MG.DK e

fracamente com U87 MG.wtEGFR. Barras nas abcissas, coloracao
maxima das células na auséncia de anticorpo primério. Os
resultados foram reproduzidos em trés experiéncias
independentes. B, imunoprecipitacdo com mAb 806 de formas de
EGFR. O EGFR mutante e wt foram imunoisolados com anticorpos
anti-EGFR, 528 ou EGFR.1, ou anticorpo anti- EGFR, mAb 806, de
células (Pista 1) U887 MG, (Pista 2) U87 .EGFR, Pista 3) U887
MG.DK, e (Pista 4) U87 MG.wtEGFR e foram entdo detetados
através de Western blotting com anticorpo anti-pan EGFR, C13.

Figura 27. O tratamento com mAb 806 conduz a uma
diminuigédo no crescimento e na vasculogénese e a aumentos na
apoptose e acumulacdo de macréfagos em tumores U887 MG. EGFR.
Foram coradas secgdes tumorais para Ki-67. 0O 1indice de
proliferagdo celular foi avaliado através da percentagem de
células totais que eram positivas para Ki-67 de quatro campos
de elevada poténcia (x400) selecionados aleatoriamente em
tumores intracranianos de quatro ratinhos de cada grupo. Os
dados sdo a média + EP. As células apoptdticas foram detetadas
através de ensaio TUNEL. O indice apoptdtico foi avaliado
através da razdo de células positivas em TUNEL:nUmero total de
células de quatro campos de elevada poténcia (x400)
selecionados aleatoriamente em tumores intracranianos de
quatro ratinhos de cada grupo. Os dados sao a média = EP. As
secgbes tumorais foram imunocoradas com anticorpo anti-CD31.
Os MVA foram analisados através de andlise de imagem
computorizada de qguatro campos selecionados aleatoriamente
(x200) de tumores intracranianos de quatro ratinhos de cada
grupo. Infiltrados peritumorais de macréfagos em tumores
U87MG. EGFR tratados com mAb 806. As seccgdes tumorais foram
coradas com anticorpo anti-F4/80.

Figura 28. O tratamento sistémico com mAb 806 diminui a
fosforilagdo de EGFR e a expressdo de Be¥X:, em tumores
cerebrais U87 MG. EGFR. Os tumores U87 MG. EGFR foram
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ressecados no dia 9 do tratamento com mAb 806, congelados
imediatamente em azoto liquido e armazenados a -80°C antes da
preparacdo do lisado tumoral. A, andlise Western blot da
expressdao e do grau de autofosforilacao de EGFR. 30 npg de
lisados tumorais foram sujeitos a géis de SDS-poliacrilamida,
transferidos para membranas de nitrocelulose e sondados com
mAb anti-fosfotirosina, depois o anticorpo foi removido e
sondou-se novamente com anticorpo anti-BGFR, Cl13. B, Western
blotting de Hcl-X; através da utilizacdo dos mesmos lisados
tumorais que em A. As membranas foram sondadas com anticorpo
policlonal anti-humano Bcl-X. Pistas 1 e 2, tumores cerebrais
Uug87 MG. EGFR tratados com controlo de isotipopfistas 3 e 4,
tumores cerebrais U887 MG. EGFR tratados com mAb 806.

Figura 29. Andlise de citometria de fluxo de 1linhas
celulares de glioma U87 MG parentais e transfectadas. As
células foram coradas com um anticorpo IgG2b irrelevante
(histogramas vazios) ou o) anticorpo 528 ou mAb 806
(histogramas a cheio) tal como indicado.

Figura 30. Imunoprecipitacdo de EGFR a partir das linhas
celulares. O EGFR foi imunoprecipitado a partir das células
U87 MG.wtEGFR, U87 MG. 2-7 e A431 marcadas conf®S, com
mAb806 (806), anticorpo sc-03 (c-term) ou um controlo do
isotipo IgG2b (con). Setas, posigdo do EGFR de2-7 e wt.

Figura 31. Secgbes de parafina representativas coradas
com H&E de xenoenxertos U87 MG.2-7 e U87MG.wtEGFR. O
xenoenxerto de U87 MG. 2-7 (colhido 24 dias apds a inoculacédo
do tumor) e U887 MG.wtEGFR (colhido 42 dias apdés a inoculacéo
do tumor) foram excisados de ratinhos tratados tal como
descrito na Fig. 10 acima e corados com H&E. Os xenoenxertos
Uug87 MG. 2-7 (colhido 18 dias apdés a inoculacdo do tumor) e U87
MG.wtEGFR (colhido 37 dias apdés a inoculacdo do tumor)
tratados com veiculo mostraram muito poucas A&reas de necrose
(painel esquerdo), enquanto que foli observada uma necrose
extensa (setas) em ambos o0s xenoenxertos U87 MG. 2-7 e U87
MG.wtEGFR tratados com mAb 806 (painel direito).

Figura 32. 2Andlise imuno-histoquimica da expressdo de
EGFR em secg¢des congeladas derivadas dos xenoenxertos U887 MG,
ug7 MG. 2-7 e U87 MG.wtEGFR. As seccgdes foram colhidas nos
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momentos descritos na Fig. 31 acima. As seccgbes dos
xenoenxertos foram imunocoradas com o anticorpo 528 (painel
esquerdo) e mAb 806 (painel direito). Nao se observou uma
redugdo da imunorreatividade com EGFR wt, EGFR amplificado ou
EGFR de2-7 nos xenoenxertos tratados com mAb 806.
Consistentemente com os dados in vitro, 0s xenoenxertos U887 MG
parentais foram positivos para o anticorpo 528 mas foram
negativos para a coloracao com mAb 806.

Figura 33. Representacdo esquematica das construcgdes de
expressdo bicistrdnicas geradas. A transcricdo das cadeias do
anticorpo quimérico é iniciada através do promotor do Fator de
Alongamento-1 e terminada através de uma sequéncia de
terminagcdo artificial forte. Foram introduzidas sequéncias
IRES entre as regides de codificacdo da cadeia leve e NeoR e
da cadeia pesada e o gene dhfr.

Figura 34. A andlise da Dbiodistribuicdo do ch806
radiomarcado com A) 12°I ou B) 1In foi efetuada em ratinhos
nus BALB/c possuindo tumores de xenoenxerto U87MG-de2-7. Os
ratinhos foram injetados com 5 pg de anticorpo radiomarcado e
em grupos de 4 ratinhos por momento, sacrificados as 8, 28, 48
ou 74 horas. Os 6rgaos foram colhidos, pesados e a
radioatividade foi medida num contador gama.

Figura 35. Representa (A) a % ID/grama de tecido tumoral
e (B) a razido de tumor para sangue. O anticorpo com Indio-111
mostra aproximadamente 30% ID/grama de tecido e uma razdo de
tumor para sangue de 4,0.

A  Figura 36 representa a eficacia terapéutica do
anticorpo quimérico ch806 num modelo de tumor estabelecido.
3x10% células UB8TMG. 2-7 em 100 unl de PBS foram inoculadas
s.c. em ambos os flancos de ratinhos nus fémea de 4-6 semanas
de idade. O mAb806 foi dincluido como controlo positivo. O
tratamento foi iniciado quando os tumores alcancaram um volume
médio de 50 mm?® e consistiam em 1 mg de ch806 ou mAb806 dado
i.p. durante um total de 5 injeg¢des nos dias indicados. Os
dados foram expressos como volume tumoral médio = EP para cada
grupo de tratamento.
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Figura 37. Atividade de CDC nas células alvo A)
U87MG.de2-7 e B) A431 para anticorpos IgGl quiméricos anti-
EGFR, ch806 e cG250 de controlo. E apresentada a
citotoxicidade percentual média (barras; + DP) de
determinag¢des em triplicado.

Figura 38. ADCC nas células alvo A) UB87MG.de2-7 e B) A431
a uma razdo Efector:Célula alvo de 50:1 mediada através de
ch806 e do controlo de isotipo ¢G250 (0-10 mnpg/ml). Os
resultados sé&o expressos como citotoxicidade percentual média
(barras; = DP) de determinacdes em triplicado.

Figura 39. ADCC mediada através de 1 ng/ml de mAb 806
parental e ch806 nas células alvo U87MG.de2-7 ao longo de um
intervalo de razdes Efector:Alvo. E apresentada a média
(barras; = DP) de determinacdes em triplicado.

Figura 40. Vinte e <cinco hibridomas produtores de
anticorpos que se ligam a c¢ch806 mas nao a hulgG foram
inicialmente selecionados. Quatro destes hibridomas anti-ch806
com elevada afinidade de ligacao (clones 3E3, 5B8, 9D6 e 4D8)
foram subsequentemente seguidos para expansado clonal a partir
de células uUnicas através de diluicéo limitante e designados
Ludwig Institute for Cancer Research Melbourne Hibridoma
(LMH)-11, 12, 13 e 14, respetivamente. Adicionalmente, dois
hibridomas que produziram mAb especificos para hulgG foram
também clonados e melhor caracterizados: clones 2C10 (LMH-15)
e 2B8 (LMH-16).

Figura 41. Apds expansao clonal, os sobrenadantes da
cultura de hibridoma foram examinados em triplicado através de
ELISA quanto a capacidade para neutralizar a atividade de
ligagdo ao antigénio de ch806 ou mAb 806 com sEGFR621. Os
resultados médios (= DP) demonstraram a atividade antagonista
dos mAb anti-idiotipicos LMH-11, 12, 13 e 14 com o bloqueio em
solugdo da ligacdo de ch806 e mAb 806 de murideo a placas
revestidas com sEGFR (LMH-14 ndo mostrado).

Figura 42. Placas de microtitulo foram revestidas com
10 pg/ml de A) LMH-11, B) LMH-12 e C) LMH-13 purificado. Os
trés clones purificados foram comparados gquanto a sua
capacidade para capturar ch806 ou mAb 806 em soro ou em FCS a
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1%/Meio e depois detetar ch806 ou mAb806 ligado. Anticorpos de
controlo do isotipo hu3S193 e m3S193 em soro e FCS a 1%/Meio
foram incluidos adicionalmente aos controlos para conjugado
secundario avidina-HRP e substrato ABTS. 0s resultados séao
apresentados como média (+x DP) de amostras em triplicado
utilizando LMH-12-biotinilado (10 pg/ml) para detegdo e
indicam que o LMH-12 utilizado para captura e detecdo tiveram
a sensibilidade mais elevada para ch806 em soro (3 ng/ml) com
ligagédo de fundo desprezéavel.

Figura 43. Validacéo das condig¢des farmacocinéticas de
ELISA o6timas utilizando 1 pg/ml de LMH-12 anti-idiotipo e
1 pg/ml de 1LMH-12 Dbiotinilado para captura e detecéo,

respetivamente. Foram efetuados trés ELISA separados em
quadruplicado para medir ch806 no soro de dador ( ) de és
dadores saudaveis ou BSA a 1%/meio ( ) com controlo do isotipo
hu38193 em soro ¢ ) ou BSA a 1%/meio ( ). Os controlos para o
conjugado secundario avidina-HRP (o) e substrato ABTS

(hexagono) sozinhos foram também incluidos com cada ELISA. Os
resultados médios (+ DP) demonstram curvas de ligacéo
altamente reprodutiveis para medicdo de <ch806 (2 ng/ml-
1,6 g/ml) em soros com um limite de detecdo de 3 ng/ml (n=12;
1-100 ng/ml, Coeficiente de Variacgdo <25%; 100 ng/ml-5 ug/ml,
Coeficiente de Variacadao <15%). Nao foil evidente qualquer
ligagdo de fundo com nenhum dos trés soros testados e foi
observada uma ligacdo desprezdvel com o controlo do isotipo
hu3S193.

A Figura 44 representa um immunoblot de SEGFR
recombinante expresso em células CHO, marcado com mAb806. O
SsEGFR recombinante foi tratado com PNGaseF para remover a
glicosilacdo ligada em N (desglicosilado) ou né&o tratado (né&o
tratado), a proteina foi corrida em SDS-PAGE, transferida para
a membrana e imunomarcada com mAb 806.

A Figura 45 representa a imunoprecipitacdo de EGFR a
partir de 1linhas celulares marcadas com °3°S (U87MG 2-7,
U87MG-wtEGFR e A431) com diferentes anticorpos (anticorpos
SC-03, 806 e 528).

A Figura 46 representa a imunoprecipitagdo de EGFR a
partir de diferentes células (R431 e UB8TMG -42) a diferentes
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momentos (tempo 0 a 240 minutos) apds marcacdo por pulsos com
35S-metionina/cisteina. Os anticorpos 528 e 806 sdo utilizados
para imunoprecipitacgao.

A Figura 47 representa a 1munoprecipitacdo de EGFR a
partir de varias linhas celulares (U87MG 2-7, U8TMG-wtEGFR e
RA431) com varios anticorpos (SC-03, 806 e 528) na auséncia de
(=) e apds digestdo com EndoH (+) para remover hidratos de
carbono do tipo rico em manose.

A Figura 48 representa a iodagcdo da superficie celular
das linhas celulares A431 e U87MG 2=17 seguida de
imunoprecipitacédo com o anticorpo 806 e com ou sem digestao
com EndoH, confirmando gque o EGFR 1ligado ao mAb 806 na
superficie celular de células 2431 ¢é uma forma sensivel a
EndoH.

DESCRICAO DETALHADA

De acordo com o presente invento podem ser empregues
técnicas convencionais de biologia molecular, microbiologia e
ADN recombinante conhecidas dos peritos na especialidade. Tais
técnicas s&o inteiramente explicadas na literatura. Ver,
p.ex., Sambrook et al., "“Molecular Cloning: A Laboratory
Manual” (1989); “Current Protocols 1n Molecular Biology”
Volumes I-IITI [Ausubel, R.M., ed. (1994)]; "“Cell Biology: A
Laboratory Handbook” Volumes I-III [J.E. Celis, ed. (1994)1];
“Current Protocols 1in Immunology” Volumes I-III [Coligan,
J.E., ed. (1994)]; “Oligonucledétido Synthesis” (M.J. Gait ed.
1984); “Nucleic Acid Hybridization” [B.D. Hames & S.J. Higgins
eds. (1985)]; "“Transcription and Translation” [B.D. Hames &
S.J. Higgins, eds. (1984) 1; “Animal Cell Culture” [R.I.
Freshney, ed. (1986)]; “Immobilized Cells and Enzymes” [IRL
Press, (1986)]; B. Perbal, “A Practical Guide To Molecular
Cloning” (1984).

Por essa razdo, se surgirem aqui, os seguintes termos e a
expressdes deverado ter as definicdes expostas abaixo.
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A. TERMINOLOGIA

A expressdo “membro de ligacdo especifica” descreve um
membro de um par de moléculas que tém especificidade de
ligagcdo wuma a outra. Os membros de um par de ligacéao
especifica podem ser naturalmente derivados ou completamente
ou parcialmente produzidos sinteticamente. Um membro do par de
moléculas tem uma &rea a sua superficie, ou uma cavidade, gue
se liga especificamente e ¢é portanto complementar a uma
determinada organizacao espacial e polar do outro membro do
par de moléculas. Assim os membros do par tém a propriedade de
se ligarem especificamente um ao outro. Exemplos de tipos de
pares de ligacdo especifica s&o antigénio-anticorpo, biotina-
avidina, hormona-recetor de hormona, recetor-ligando, enzima-
substrato. Este pedido estd relacionado com reacbes de tipo
antigénio-anticorpo.

A expressédo “expressao aberrante” nas suas varias formas
gramaticais pode significar e 1incluir qualquer expressao
elevada ou alterada ou sobre-expressido de uma proteina num
tecido, p.ex. um aumento na quantidade de uma proteina,
causado por qualquer meio incluindo maior expressao ou
traducdo, modulacdo do promotor ou um regulador da proteina,
amplificagdo de um gene para uma proteina ou maior semivida ou
estabilidade, de modo a que exista ou possa ser detetada em
qualquer momento mais dessa proteina, em contraste com um
estado ndo sobre-expresso. Expressdao aberrante inclui e
contempla gqualgquer cendrio ou alteracdo em que a magquinaria de
expressdo proteica ou de modificacdo pds-traducdo numa célula
seja abrandada ou de outro modo parada devido a maior
expressao ou niveis ou quantidades mais elevados de uma
proteina, incluindo quando seja expressa uma proteina
alterada, tal como numa proteina mutada ou variante devido a
alteracédo, delecdo ou 1insercdo na sequéncia ou dobragem
alterada.

E importante notar que a expressido “expressido aberrante”
foi especificamente escolhida agqui para englobar o estado em
que estdo presentes quantidades/niveis anormais (habitualmente
aumentados) da proteina, independentemente da causa eficiente
dessa quantidade ou nivel anormal. Assim, quantidades anormais
da proteina podem resultar de sobre-expressdo da proteina na
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auséncia de amplificacdo génica, que & o caso p.ex. em muitas
amostras celulares/de tecido da cabega e pescogo de sujeitos
com cancro, ao mesmo tempo que outras amostras exibem niveis

anormais de proteina atribuiveis a amplificacdo génica.

Nesta ultima relacgao, parte do trabalho dos inventores
que é aqui apresentado para ilustrar o presente invento inclui
a andlise de amostras das quais certas exibem niveis anormais
de proteina resultantes de amplificacdo de EGFR. Isto
contribui portanto para a apresentacdo aqui de descobertas
experimentais onde é feita referéncia a amplificacdo e para a
utilizacgdo dos termos “amplificacdo/amplificado” e semelhantes
na descrigcdo de niveis anormais de EGFR. No entanto, & a
observacdo de quantidades ou niveis anormais da proteina que
define o ambiente ou a circunstédncia onde a intervencéo
clinica, tal como por recurso aos membros de ligacgdo do
presente invento, estd contemplada e, por esta razdo, o
presente fasciculo considera que a expressdo “expresséao
aberrante” capta mais amplamente o ambiente causal gque produz
a correspondente anomalia nos niveis de EGFR.

Assim, embora 0s termos “sobre—-expressao” e
“amplificagdo” nas suas varias formas gramaticais sejam
entendidos como tendo significados técnicos distintos, eles
devem ser considerados equivalentes um ao outro, na medida em
que representem o estado em qgue estdo presentes niveis
anormais de proteina EGFR no contexto do presente invento.
Consequentemente, a expressao “expressao aberrante” foi
escolhida por se crer que engloba o0s termos “sobre-expressao”
e “amplificacao” dentro do seu ambito para os presentes fins,
para que todos os termos possam ser considerados equivalentes
uns aos outros tal como aqui se utilizam.

O termo “anticorpo” descreve uma imunoglobulina natural
ou parcialmente ou totalmente produzida sinteticamente. O
termo cobre também qualgquer polipéptido ou proteina possuindo
um dominio de ligagdo que seja, ou seja homdélogo a, um dominio
de ligagdo de anticorpo. Anticorpos com CDR enxertadas séao
também contemplados por este termo.

Os anticorpos podem ser modificados de varios modos, o
termo “anticorpo” deve ser entendido como cobrindo qualquer
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membro de ligacdo especifica ou substdncia possuindo um
dominio de ligag&do com a especificidade requerida. Assim, este
termo cobre fragmentos de anticorpo, derivados, equivalentes
funcionais e homdélogos de anticorpos, incluindo qualquer
polipéptido compreendendo um dominio de ligacgéo de
imunoglobulina, natural ou totalmente ou parcialmente
sintético. Moléculas guiméricas compreendendo um dominio de
ligacdo de imunoglobulina ou equivalente, fundidas com outro
polipéptido estdo portanto incluidas. A clonagem e expressao
de anticorpos quiméricos sao descritas em EP-A-0120694 e EP-A-
0125023 e Patentes U.S. N.° 4816397 e 4816567.

Mostrou-se que fragmentos de um anticorpo inteiro podem
efetuar a funcdo de ligacdo aos antigénios. Exemplos de
fragmentos de ligacdo sdo (i) o fragmento Fab consistindo nos
dominios VL, VH, CL e CH1l; (ii) o fragmento Fd consistindo nos
dominios VH e CHl; (iii) o fragmento Fv consistindo nos
dominios VL e VH de um Unico anticorpo; (iv) o fragmento dAb
(Ward, E.S. et al., Nature 341: 544-546, 1989) que consiste
num dominio de VH; (v) regides CDR isoladas; (vi) fragmentos
F(ab'),, um fragmento bivalente compreendendo dois fragmentos
Fab ligados; (vii) moléculas Fv de cadeia simples (scFv), em
que um dominio VH e um dominio VL estdo ligados por um ligante
peptidico que permite que os dois dominios se associem para
formar um local de ligacgdoc ao antigénio (Bird et al., Science
242 423-426, 1988; Huston et al., PNAS USA 85: 5879-5883,
1988); (viii) fragmentos de anticorpo multivalentes (dimeros,
trimeros e/ou tetrameros de scFv (Power e Hudson, J. Immunol.
Methods 242: 193-204, 2000)); (ix) dimeros de Fv de cadeia
simples biespecificos (PCT/US92/09965); e (x) “diacorpos”,
fragmentos multivalentes ou multiespecificos construidos
através de fusdo de genes (WO 94/13804; P. Holliger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448, 1993).

Um “local de combinacdo do anticorpo” ¢é a porcgéao
estrutural de uma molécula de anticorpo constituida pelas
regides varidveis e hipervaridveis da cadeia leve ou da cadeia
pesada e leve que se ligam especificamente ao antigénio.

A expressdo “molécula de anticorpo” nas suas varias
formas gramaticais tal como aqui se utiliza contempla tanto
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uma molécula de imunoglobulina intacta como uma pPorgéo
imunologicamente ativa de uma molécula de imunoglobulina.

Moléculas de anticorpo exemplares sdo moléculas de
imunoglobulina intactas, moléculas de imunoglobulina
substancialmente intactas e as porgdes de uma molécula de
imunoglobulina que contém o paratopo, incluindo as porcgdes
conhecidas na arte como Fab, Fab', F(ab'): e F(v), cujas
porgdes sédo preferidas para utilizar nos métodos terapéuticos
aqui descritos.

Os anticorpos podem também ser biespecificos, em que um
dominio de 1ligacdo do anticorpo ¢é um membro de ligacéo
especifica do presente invento e o outro dominio de ligacéo
tem uma especificidade diferente, p.ex. recrutar uma funcéo
efectora ou semelhante. Os anticorpos biespecificos do
presente invento incluem aqueles em gque um dominio de ligacgédo
do anticorpo é um membro de ligacdo especifica do presente
invento, incluindo um seu fragmento, e o outro dominio de
ligagdo é um anticorpo distinto ou seu fragmento, incluindo um
de um anticorpo anti-EGFR distinto, por exemplo o anticorpo
528 (Patente U.S. N.2 4943533), o anticorpo 225 gquimérico e
humanizado (Patente U.S. N.¢ 4943533 e WO 96/40210), um
anticorpo anti-de2-7 tal como DH8.3 (Hills, D. et al., Int. J.
Cancer 63(4): 537-543, 1995), anticorpo L8A4 e Y10 (Reist, CJ
et al., Cancer Res. 55(19): 4375-4382, 1995; Foulon CF et al.,
Cancer Res. 60(16): 4453-4460, 2000), ICR62 (Modjtahedi, H. et
al., Cell Biophys. Jan-Jun; 22(1.3): 129-46, 1993; Modjtahcdi
et al., P.A.A.C.R. 55(14): 3140-3148, 2002) ou o anticorpo de
Wikstrand et al. (Wikstrand, C. et al., Cancer Res. 55(14):
3140-3148, 1995). O outro dominio de 1ligacdo pode ser um
anticorpo que reconheca ou se direccione a um determinado tipo
celular, tal como num anticorpo especifico de células neurais
ou gliais. Nos anticorpos biespecificos do presente invento o
dominio de ligacdo do anticorpo do presente invento pode ser
combinado com outros dominios de 1ligagcdo ou moléculas gque
reconhecam determinados recetores celulares e/ou modulem
células de um determinado modo, tal como por exemplo um
modulador imunitdrio (p.ex., interleucina(s)), um modulador de
crescimento ou citoquina (p.ex., fator de necrose tumoral
(TNF) e, particularmente, a modalidade Dbiespecifica de TINF
demonstrada em U.S.S.N. 60/355838 apresentada a 13 de
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Fevereiro de 2002 ou uma toxina (p.ex., ricino) ou um agente
ou fator antimitético ou apoptdtico.

As porgbes Fab e F(ab'): de moléculas de anticorpo podem
ser preparadas através da reacdo proteolitica da papaina e
pepsina, respetivamente, em moléculas de anticorpo
substancialmente intactas através de métodos gue sdo bem
conhecidos. Ver por exemplo, Patente U.S. N.¢2 4342566 de
Theofilopolous et al. As porgdes Fab' das moléculas de
anticorpo sédo também bem conhecidas e sé&o produzidas a partir
de porcdes F(ab') seguidas de reducéo das ligacdes
dissulfureto gque ligam as duas porcgdes de cadeias pesadas tal
como com mercaptoetanol e seguido de alquilacdo da proteina
resultante mercaptano com um reagente tal como iodoacetamida.
E aqui preferido um anticorpo contendo moléculas de anticorpo
intactas.

A frase “anticorpo monoclonal” nas suas varias formas
gramaticais refere-se a um anticorpo possuindo apenas uma
espécie de local de combinacdo do anticorpo capaz de
imunorreagir com um determinado antigénio. Um anticorpo
monoclonal apresenta assim tipicamente uma uUnica afinidade de
ligagdo para qualquer antigénio com o gqual imunorreage. Um
anticorpo monoclonal pode também conter uma molécula de
anticorpo possuindo uma variedade de locais de combinacgdo do

anticorpo, cada um imunoespecifico para um antigénio
diferente, p.ex., um anticorpo monoclonal biespecifico
(quimérico) .

A expressdo “dominio de ligacdo ao antigénio” descreve a
parte de um anticorpo gque compreende a &rea dque se liga
especificamente e ¢é complementar a parte ou a todo o
antigénio. Quando um antigénio € grande, um anticorpo pode
ligar-se a apenas uma determinada parte do antigénio, cuja
parte & designada um epitopo. Um dominio de 1ligacdo ao
antigénio pode ser proporcionado por um ou mais dominios
variadveis do anticorpo. De preferéncia, um dominio de ligacéo
ao antigénio compreende uma regido variadvel da cadeia leve do
anticorpo (VL) e uma regido varidvel da cadeia pesada do
anticorpo (VH).
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“Modificacdo pds-traducdo” pode englobar gualquer uma ou
uma combinacao de modificacdes, incluindo modificacgéao
covalente, que uma proteina sofre apds a traducdo estar
completa e apds ser libertada do ribossoma ou no polipéptido
nascente durante a traducdo. A modificacdo pds-tradugcdo inclui
mas ndo se limita a fosforilacdo, miristilacdo, ubiquitinacao,
glicosilacdo, unido de coenzima, metilagdo e acetilacdo. A
modificacdo pds—-traducdo pode modular ou influenciar a
atividade de wuma proteina, o seu destino intracelular ou
extracelular, a sua estabilidade ou semivida e/ou o seu
reconhecimento pelos ligandos, recetores ou outras proteinas.
A modificacéo pdés—-traducéo pode ocorrer em organelos

celulares, no nucleo ou citoplasma ou extracelularmente.

O termo “especifico” pode ser utilizado para referir a
situacdo em que um membro de um par de ligacdo especifica néo
mostrard qualquer ligagdo significativa a outras moléculas
para além do seu parceiro ou parceiros de ligacdo especifica.
O termo é também aplicdvel quando p.ex. um dominio de ligacéo
ao antigénio é especifico para um determinado epitopo que seja
possuido por varios antigénios, caso em que o membro de
ligagédo especifica possuindo o dominio de ligacdo ao antigénio
serd capaz de se ligar aos varios antigénios possuindo o

epitopo.

O termo “compreende” é geralmente utilizado no sentido de
incluir, o mesmo é dizer permitir a presenca de uma ou mais

caracteristicas ou componentes.

A expressdao “consistindo essencialmente em” refere-se a
um produto, particularmente uma sequéncia peptidica, com um
numero de residuos definido gque nédo esteja covalentemente
unida a um produto maior. No caso do péptido da divulgacédo
referido acima, o0s peritos na especialidade apreciarao que
modificagcdes menores no terminal N ou C do péptido possam, no
entanto, estar contempladas, tal como a modificacdo guimica do
terminal para adicionar um grupo protetor ou semelhante,
p.ex., a amidacdo do terminal C.

O termo “isolado” refere-se ao estado em que estardo o0s
membros de ligagdo especifica do presente invento ou acido
nucleico codificando tais membros de ligacédo, de acordo com O
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presente invento. 0Os membros e o acido nucleico estardo livres
ou substancialmente livres de material com o gqual estéo
naturalmente associados tais como outros polipéptidos ou
4dcidos nucleicos com oS quais se encontram no seu ambiente
natural ou no ambiente em que sdo preparados (p.ex., cultura
celular) guando essa preparacgdo é através de tecnologia de ADN
recombinante praticada in vitro ou in vivo. Os membros e o
dcido nucleico podem ser formulados com diluentes ou
adjuvantes e ainda, para fins préaticos, ser isolados - por
exemplo o0s membros serdao normalmente misturados com gelatina
ou outros transportadores se utilizados para revestir placas
de microtitulagdo para utilizar em imunoensaios ou seréao
misturados com transportadores ou diluentes farmaceuticamente
aceitédveis quando utilizados em diagnéstico ou terapia. Os
membros de ligacéao especifica podem ser glicosilados,
naturalmente ou através de sistemas de células eucaridticas
heterélogas, ou podem ser (por exemplo se produzidos através
de expressdo numa célula procaridética) ndo glicosilados.

Também, tal como aqui se utiliza, 0S8 termos
“glicosilagdo” e “glicosilado” incluem e englobam a
modificacéao pbés—-traducéao de proteinas, designadas
glicoproteinas, através de adigcdo de oligossacadridos. Os

oligossacdridos sédo adicionados em locais de glicosilacdo em
glicoproteinas, particularmente incluindo oligossacaridos
ligados em N e oligossacéaridos ligados em 0. Os
oligossacaridos ligados em N sdo adicionados a um residuo de
Asn, particularmente em que o residuo de Asn estd na sequéncia
N-X-S/T, onde X ndo pode ser Pro nem Asp, e sdo 0SS mais comuns
encontrados em glicoproteinas. Na biossintese das
glicoproteinas ligadas em N, um oligossacdrido do tipo rico em
manose (geralmente constituido por dolicol, N-
Acetilglucosamina, manose e glicose) ¢é primeiro formado no
reticulo endoplasmidtico (RE). As glicoproteinas do tipo rico
em manose sao entdo transportadas do RE para o Golgi, onde
ocorre mais processamento e modificacgdo dos oligossacéridos.
Os oligossacaridos 1ligados em O sdo adicionados ao grupo
hidroxilo de residuos Ser ou Thr. Nos oligossacdridos ligados
em O, a N-Acetilglucosamina ¢ primeiro transferida para o
residuo Ser ou Thr através da N-Acetilglucosaminiltransferase
no RE. A proteina move-se entdo para o Golgi onde ocorre mais
modificacdo e alongamento da cadeia. As modificagdes ligadas
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em O podem ocorrer com a adicdo simples do monossacéarido
OGlcNAc sozinho nos locais Ser ou Thr gue podem também ser,
sob condicdes diferentes, fosforilados em vez de glicosilados.

Tal como agqui se utiliza “pg” significa picograma, “ng”

ug
significa miligrama, “ul” ou “ul” significam microlitro, “ml”

w 144

significa nanograma, ou “ug” significam micrograma, “mg”
n

significa mililitro, “1” significa litro.

Os termos “anticorpo 806", “mAb806”, “ch806” e quaisquer
variantes nao especificamente listadas, podem ser aqui
utilizados indiferentemente e tal como sdo utilizados ao longo
do presente pedido e reivindicacgdes referem-se a material
proteindceo incluindo proteinas simples ou multiplas e
estende-se as proteinas possuindo os dados da sequéncia de
aminocdcidos aqui descritos e apresentados em SEQ ID NO:2 e SEQ
ID NO:4, e ao anticorpo quimérico ch806 que é incorporado e
forma uma parte de SEQ ID NO:7 e 8 e ao perfil de atividades
exposto aqui e nas Reivindicagdes. Assim, proteinas mostrando
atividade substancialmente equivalente ou alterada estédo de
igual modo contempladas. Estas modificacbes podem ser
deliberadas, por exemplo, talis como modificacbes obtidas
através de mutagénese dirigida ao local, ou podem ser
acidentais, tais como as obtidas através de mutacdes em
hospedeiros que sejam produtores do complexo ou das suas
subunidades nomeadas. Pretende-se também que o0s termos
“anticorpo 806", ™“mAb806” e “ch806” incluam dentro do seu
dmbito proteinas especificamente aqui citadas bem como todos
0os analogos substancialmente homdélogos e variacdes alélicas.

E preferido que os residuos de aminodcidos aqui descritos
estejam na forma isomérica “L”. No entanto, os residuos na
forma disomérica “D” podem ser substituidos por qualqgquer
residuo de L-aminocécido, desde que a propriedade funcional
desejada de 1ligacdo a 1imunoglobulina seja mantida pelo
polipéptido. NH; refere-se ao grupo amino livre presente no
terminal amino de um polipéptido. COOH refere-se ao grupo
carboxilo livre presente no terminal carboxilo de um
polipéptido. Para manter a nomenclatura de ©polipéptidos
padréo, J. Biol. Chem. 243: 3552-59, 1969, as abreviaturas
para os residuos de aminocdcidos s&o mostradas na seguinte
Tabela de Correspondéncias:
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TABELA DE CORRESPONDENCIAS

SIMBOLO AMINOACIDO

1 Letra 3 Letras
Y Tyr tirosina
G Gly glicina
F Phe fenilalanina
M Met metionina
A Ala alanina
S Ser serina
I Ile isoleucina
L Leu leucina
T Thr treonina
v Val valina
P Pro prolina
K Lys lisina
H His histidina
Q Gln glutamina
E Glu dcido glutédmico
W Trp triptofano
R Arg arginina
D Asp dcido aspéartico
N Asn asparagina
C Cys cisteina

Deve notar-se que todas as sequéncias de residuos de
aminodcidos estdo agqui representadas pelas férmulas cuja
orientacdo esquerda e direita estd no sentido convencional do
terminal amino para o terminal carboxilo. Para além disso,
deve notar-se gque um tragco no inicio ou no fim de uma
sequéncia de residuos de aminocdcidos indica uma ligacéao
peptidica a uma outra sequéncia de um ou mais residuos de
aminodcidos. A Tabela de cima é apresentada para correlacionar
as notacgdes de trés letras e de uma letra que podem aqui
surgir indiferentemente.

Um “replicdo” ¢é qualquer elemento genético (p.ex.,
plasmideo, cromossoma, virus) gque funcione como uma unidade
autdénoma de replicacdo de ADN in vivo; 1i.e., capaz de
replicacédo sob o seu prdprio controlo.
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Um “vetor” ¢é um replicdo, tal como plasmideo, fago ou
cosmideo, ao gual outro segmento de ADN pode ser unido para
levar a replicacdo do segmento unido.

Uma “molécula de ADN” refere-se a forma polimérica de
desoxirribonucledétidos (adenina, guanina, timina ou citosina)
na sua forma de cadeia simples ou numa hélice de cadeia dupla.
Este termo refere-se apenas a estrutura primdria e secundéria
da molécula e ndo a limita a quaisquer formas terciarias
particulares. Assim, este termo inclui ADN de cadeia dupla
encontrado, inter alia, em moléculas de ADN lineares (p.ex.,
fragmentos de restrigdo), virus, plasmideos e cromossomas. Na
discussdo da estrutura de determinadas moléculas de ADN de
cadeia dupla, as sequéncias podem ser aqui descritas de acordo
com a convencdo normal de dar apenas a sequéncia no sentido de
5' para 3' ao longo da cadeia de ADN ndo transcrita (i.e., a
cadeia possuindo uma sequéncia homéloga ao ARNm) .

Uma “origem de replicacdo” refere-se as sequéncias de ADN
que participam na sintese de ADN.

Uma “seqguéncia de codificacdo” de ADN é& uma sequéncia de
ADN de cadeia dupla que ¢é transcrita e traduzida num
polipéptido in vivo quando colocada sob o controlo das
sequéncias reguladoras apropriadas. Os limites da sequéncia de
codificacdo sé&o determinados por um coddo de inicio no
terminal 5' (amino) e um coddo de terminacdo da tradugdo no
terminal 3' (carboxilo). Uma sequéncia de codificacdo pode
incluir, mas ndo se limita a, sequéncias procaridéticas, ADNc
de ARNm eucaridético, sequéncias de ADN gendmico de ADN
eucaridético (p.ex., de mamifero) e mesmo sequéncias de ADN
sintéticas. Um sinal de poliadenilacdo e a sequéncia de
terminagdo da transcricao estardo habitualmente localizados a
3' da sequéncia de codificacéao.

As sequéncias de controlo da transcrigcdo e da traducéo
sdo sequéncias reguladoras do ADN, tais como promotores,
estimuladores, sinais de poliadenilacéao, terminadores e
semelhantes, que proporcionam a expressadao de uma sequéncia de
codificacdo numa célula hospedeira.
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Uma “sequéncia promotora” é uma regido reguladora do ADN
capaz de se ligar a ARN-polimerase numa célula e iniciar a
transcricdo de uma sequéncia de codificagdo a jusante
(sentido 3'"). Para fins de definicdo do presente invento, a
sequéncia promotora estd ligada no seu terminal 3' pelo local
de inicio da transcricéao e estende-se para montante
(sentido 5') para incluir o numero minimo de Dbases ou
elementos necessdrios para iniciar a transcrigcdo a niveis
detetaveis acima do fundo. Dentro da sequéncia promotora seré
encontrado um local de inicio da transcricdo (convenientemente
definido através de mapeamento com nuclease S1), bem como
dominios de ligacdo a proteinas (sequéncias de consenso)
responsdveis pela ligacdo da ARN-polimerase. Os promotores
eucaridéticos, conterdo frequentemente, mas nem sempre, caixas
“TATA” e caixas “CAT”. Os promotores procaridéticos contém
sequéncias de Shine-Dalgarno para além das sequéncias de
consenso —-10 e —-35.

Uma “sequéncia de controlo da expressao” €& uma sequéncia
de ADN que controla e regula a transcricado e traducdo de outra
sequéncia de ADN. Uma sequéncia de codificacdo estd “sob o
controlo” de sequéncias de controlo da transcricdo e traducgao
numa célula quando a ARN-polimerase transcreve a sequéncia de
codificacdo em ARNm, gue ¢é entdo traduzido na proteina
codificada pela sequéncia de codificacéo.

Uma “sequéncia sinal” ©pode ser incluida antes da
sequéncia de codificacdo. Esta sequéncia codifica um péptido
de sinal, N-terminal ao polipéptido, que comunica com a célula
hospedeira para dirigir o polipéptido para a superficie
celular ou segregar o polipéptido para o meio, e este péptido
de sinal é removido pela célula hospedeira antes de a proteina
deixar a célula. As sequéncias sinal podem ser encontrar-se
associadas a uma variedade de proteinas nativas dos
procariotas e eucariotas.

O termo “oligonucledtido,” tal como aqui se utiliza em
relacdo a sonda da presente divulgacdo, ¢ definido como uma
molécula constituida por dois ou mais ribonucledétidos, de
preferéncia mais de trés. O seu tamanho exato dependerd de
muitos fatores que, por sua vez, dependem da fungcdo e
utilizacdo final do oligonucledtido.
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O termo “iniciador” tal como agqui se utiliza refere-se a
um oligonucledtido, de ocorréncia natural como numa digestéo
de restricdo purificada ou produzido sinteticamente, que seja
capaz de atuar como um ponto de inicio da sintese quando
colocado sob condigdes em que a sintese de um produto de
extensdo de um iniciador, que seja complementar a uma cadeia
de Aacido nucleico, ¢ induzida, i.e., na presenga de
nucledétidos e um agente indutor tal como uma ADN-polimerase e
a uma temperatura e pH adequados. O iniciador pode ser de
cadeia simples ou de cadeia dupla e tem de ser suficientemente
comprido para iniciar a sintese do produto de extenséo
desejado na presenca do agente indutor. O comprimento exato do
iniciador dependeré de muitos fatores, incluindo a
temperatura, fonte do iniciador e utilizagdo do método. Por
exemplo, para aplicacbes de diagndstico, dependendo da
complexidade da sequéncia alvo, o iniciador oligonucleotidico
contém tipicamente 15-25 ou mais nucledétidos, embora possa

conter menos nucledtidos.

Os iniciadores aqui sao selecionados para serem
“substancialmente” complementares a diferentes cadeias de uma
determinada sequéncia de ADN alvo. Isto significa que os
iniciadores tém de ser suficientemente complementares para
hibridarem com as suas respetivas cadeias. Por essa razao, a
sequéncia iniciadora nado necessita de refletir a sequéncia
exata do molde. Por exemplo, um fragmento nucleotidico néao
complementar pode ser unido a extremidade 5' do iniciador,
sendo o restante da sequéncia iniciadora complementar a
cadeia. Alternativamente, podem ser interpostas bases néao
complementares ou sequéncias mals compridas no iniciador,
desde qgue a sequéncia iniciadora tenha complementaridade
suficiente com a sequéncia da cadeia com que hibrida e deste
modo forme o molde para a sintese do produto de extenséo.

Tal como aqui se utilizam, as expressdes “endonucleases
de restricdo” e “enzimas de restrigdo” referem-se a enzimas
bacterianas, cada uma das quais corta ADN de cadeia dupla numa

sequéncia nucleotidica especifica ou préximo desta.

Uma célula foi “transformada” com ADN exdgeno ou
heterdlogo gquando tal ADN foi introduzido dentro da célula. O
ADN transformante pode ou nao ser integrado (ligado
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covalentemente) no ADN cromossémico fazendo parte do genoma da
célula. Em procariotas, levedura e células de mamifero, por
exemplo, o ADN transformante pode ser mantido num elemento
epissdémico tal como um plasmideo. Em relacdo as células
eucaridéticas, uma célula estavelmente transformada é uma em
que o ADN transformante se torna integrado num cromossoma para
que seja herdado pelas células filhas através da replicacéao
cromossémica. Esta estabilidade ¢é demonstrada através da
capacidade da <célula eucaridtica para estabelecer 1linhas
celulares ou clones constituidos por uma populacado de células
filhas contendo o ADN transformante. Um “clone” ¢é uma
populacdo de células derivada de uma Unica célula ou ancestral
comum através de mitose. Uma “linha celular” é um clone de uma
célula primadria que é capaz de crescimento estdvel in vitro

durante muitas geracdes.

Duas sequéncias de ADN sao “substancialmente homdélogas”
quando pelo menos cerca de 75% (de preferéncia pelo menos
cerca de 80% e de maior preferéncia pelo menos cerca de 90 ou
95%) dos nucledtidos coincidem ao longo de um comprimento
definido das sequéncias de ADN. As sequéncias que séao
substancialmente homélogas podem ser identificadas através de
comparacdo das sequéncias utilizando suporte 1ldégico padréo
disponivel em Dbancos de dados de sequéncias ou numa
experiéncia de hibridacdo de Southern sob, por exemplo,
condig¢des rigorosas tal como definido para esse sistema
particular. A definicéo das condigdes de hibridacéao
apropriadas estd dentro da pericia na arte. Ver, p.ex.,
Maniatis et al., supra; “DNA Cloning”, Vols. I & II, supra;
“Nucleic Acid Hybridization”, supra.

Deverd ser apreciado que também estdo dentro do ambito do
presente invento sequéncias de ADN codificando membros de
ligagédo especifica (anticorpos) do presente invento que
codifiquem p.ex. um anticorpo possuindo a mesma sequéncia de
aminodcidos que SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, mas gue sejam
degeneradas em relacdo a SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4. Por
“degeneradas em relacdo a” entenda-se que é utilizado um codao
de trés letras diferente para especificar um determinado
aminodcido. E bem conhecido na arte que os seguintes coddes
podem ser utilizados indiferentemente para codificar para cada
aminocdcido especifico:
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Fenilalanina (Phe ou F) UUU ou UUC
Leucina (Leu ou L) UUA ou UUG ou CUU ou CUC ou CUA ou CUG
Isoleucina (Ile ou I) AUU ou AUC ou AUA
Metionina (Met ou M) AUG
Valina (Val ou V) GUU ou GUC ou GUA ou GUG
Serina (Ser ou 9) UCU ou UCC ou UCA ou UCG ou AGU ou AGC
Prolina (Pro ou P) CCU ou CCC ou CCA ou CCG
Treonina (Thr ou T) ACU ou ACC ou ACA ou ACG
Alanina (Ala ou A) GCU ou GCG ou GCA ou GCG
Tirosina (Tyr ou Y) UAU ou UAC
Histidina (His ou H) CAU ou CAC
Glutamina (Gln ou Q) CAA ou CAG
Asparagina (Asn ou N) AAU ou AAC
Lisina (Lys ou K) AAA ou AAG

Acido aspartico (Asp ou D) GAU ou GAC
Acido glutamico (Glu ou E) GAA ou GAG

Cisteina (Cys ou C) UGU ou UGC

Arginina (Arg ou R) CGU ou CGC ou CGA ou CGG ou AGA ou AGG
Glicina (Gly ou G) GGU ou GGC ou GGA ou GGG

Triptofano (Trp ou W) UGG

Codado de Terminacao UAA (ocre) ou UAG (é&mbar) ou UGA (opala)

Deve entender-se que os coddes especificados acima séo
para sequéncias de ARN. Os coddes correspondentes para ADN tém
um T substituido por U.

Podem ser feitas mutacgdes em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4
para que um determinado coddo seja mudado para um coddo qgue
codifique para um aminocdcido diferente. Uma tal mutacgdo é
geralmente feita através das menores alteracdes de nucledtidos
possiveis. Uma mutacdo por substituicdo deste tipo pode ser
feita para alterar um aminodcido na proteina resultante de um
modo ndo conservativo (i.e., através da mudanca do coddo de um
aminocdcido pertencente a um agrupamento de aminodcidos
possuindo um determinado tamanho ou caracteristica num
aminodcido pertencente a outro agrupamento) ou de um modo
conservativo (i.e., através da mudanca do coddo de um
aminocdcido pertencente a um agrupamento de aminoacidos
possuindo um determinado tamanho ou caracteristica num
aminodcido pertencente ao mesmo agrupamento) . Uma tal
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alteracéo conservativa conduz geralmente a menos alteracao na
estrutura e funcdo da proteina resultante. E mais provavel que
uma mudanca nao conservativa altere a estrutura, atividade ou
fungdo da proteina resultante. O presente invento deve ser
considerado como 1incluindo sequéncias contendo alteracgdes
conservativas que ndo alterem significativamente a atividade
ou caracteristicas de ligacdo da proteina resultante.

O seguinte ¢é um exemplo de varios agrupamentos de
aminocacidos:

Aminodcidos com grupos R ndo polares

Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina,
Triptofano, Metionina

Aminodcidos com grupos R polares sem carga

Glicina, Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina, Asparagina,
Glutamina

Aminoadcidos com grupos R polares com carga (carga negativa a
pH 6,0)

Acido aspartico, Acido glutamico

Aminocdcidos bédsicos (carga positiva a pH 6,0)

Lisina, Arginina, Histidina (a pH 6,0)

Outro agrupamento pode ser dos aminodcidos com grupos
fenilo:

Fenilalanina, Triptofano, Tirosina

Outro agrupamento pode ser de acordo com O peso molecular
(i.e., tamanho dos grupos R):

Glicina 75
Alanina 89
Serina 105
Prolina 115
Valina 117
Treonina 119
Cisteina 121

Leucina 131



EP 2 163 256/PT

40
Isoleucina 131
Asparagina 132
Acido aspéartico 133
Glutamina 146
Lisina 146
Acido glutémico 147
Metionina 149
Histidina (a pH 6,0) 155
Fenilalanina 165
Arginina 174
Tirosina 181
Triptofano 204

As substituicdes particularmente preferidas sao:

- Arg por Lys e vice-versa para gue a carga positiva possa ser
mantida;

- Asp por Glu e vice-versa para que a carga negativa possa ser

mantida;
— Thr por Ser para que o -OH livre possa ser mantido; e

— Asn por Gln para gque o NHz livre possa ser mantido.

As substituicbdes de aminodcidos podem também  ser
introduzidas para substituir um aminodcido com uma propriedade
particularmente preferida. Por exemplo, um Cys pode ser
introduzido como potencial local para pontes dissulfureto com
outro Cys. Um His pode ser introduzido como local
particularmente “catalitico” (i.e., His pode atuar como &cido
ou base e é o aminodcido mais comum em catdlise bioquimica).

Pro pode ser introduzido devido a sua estrutura
particularmente plana, dque 1induz voltas na estrutura da
proteina.

Duas sequéncias de aminodcidos sao “substancialmente

homélogas” quando pelo menos cerca de 70% dos residuos de
aminoacidos (de preferéncia pelo menos cerca de 80% e de maior
preferéncia pelo menos cerca de 90 ou 95%) sédo idénticos ou
representam substituicdes conservativas.

Uma regido “heterdloga” da construgcdo de ADN €& um
segmento 1identificdvel de ADN dentro de uma molécula de ADN
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maior que ndo se encontra em associagdo com a molécula maior
na natureza. Assim, qguando a regido heterdloga codifica um
gene de mamifero, o gene estard habitualmente flangueado por
ADN gue ndo flangueia o ADN gendémico de mamifero no genoma do
organismo fonte. Outro exemplo de uma sequéncia de codificacéo
heterdéloga ¢é uma construcdo onde a prépria sequéncia de
codificagcdo nado se encontra na natureza (p.ex., um ADNc onde a
sequéncia de codificacdo gendémica contém intrdes ou sequéncias
sintéticas possuindo coddes diferentes dos do gene nativo). As
variacdes alélicas ou os eventos mutacionais de ocorréncia
natural ndo dédo origem a uma regido heterdéloga do ADN tal como
aqui definido.

A frase “farmaceuticamente aceitével” refere-se a
entidades moleculares e composigdes que sao fisiologicamente
tolerdveis e do nédo produzem tipicamente uma reacdo adversa
alérgica ou semelhante, tal como ©perturbacgdo géastrica,

vertigem e semelhantes, quando administradas a um humano.

A frase “quantidade terapeuticamente eficaz” ¢é aqui
utilizada para significar uma quantidade suficiente para
prevenir e de preferéncia reduzir em pelo menos cerca de 30
porcento, de preferéncia em pelo menos 50 porcento, de
preferéncia em pelo menos 70 porcento, de preferéncia em pelo
menos 80 porcento, de preferéncia em pelo menos 90%, uma
alteracdo clinicamente significativa no crescimento ou na
progressdao da atividade mitética de uma massa celular alvo,
grupo de células de cancro ou tumor ou outra caracteristica de
patologia. Por exemplo, o grau de ativacdo ou atividade de
EGFR ou a quantidade ou o numero de células positivas para
EGFR, particularmente de anticorpo ou membro de ligacao
reativo, ou de células positivas pode ser reduzido.

Uma sequéncia de ADN estd “operativamente ligada” a uma
sequéncia de controlo da expressdao gquando a sequéncia de
controlo da expressao controla e regula a transcrigcao e
traducdo dessa sequéncia de ADN. A expressao “operativamente
ligada” inclui ter um sinal de inicio apropriado (p.ex., ATG)
a frente da sequéncia de ADN a expressar e manter o
enquadramento de leitura correto para permitir a expressao da
sequéncia de ADN sob o controlo da sequéncia de controlo da
expressao e a producdao do produto desejado codificado pela
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sequéncia de ADN. Se um gene gue se deseja inserir numa
molécula de ADN recombinante ndo contiver um sinal de inicio
apropriado, um tal sinal de inicio pode ser inserido a frente
do gene.

A expressao “condigdes de hibridacédo padréao” refere-se a
condigcdes de sal e temperatura substancialmente equivalentes a
SSC 5x e 65°C para hibridacdo e lavagem. No entanto, um perito
na especialidade apreciard que tais “condicdes de hibridacéo
padrao” estdo dependentes de condi¢des particulares incluindo
a concentracdo de sdédio e magnésio no tampdo, comprimento e
concentracao da sequéncia nucleotidica, percentagem de
emparelhamentos errados, percentagem de formamida e
semelhantes. Também importante na determinacdo das “condicdes
de hibridacado padréao” ¢ se as duas sequéncias que hibridam séo
ARN-ARN, ADN-ADN ou ARN-ADN. Tais condig¢gdes de hibridacéao
padréo sao facilmente determinadas por um perito na
especialidade de acordo com férmulas bem conhecidas, em que a
hibridacdo ¢é tipicamente 10-20°C abaixo da Trf prevista ou
determinada com lavagens de maior rigor, se desejado.

B. DESCRICAO DETALHADA

O presente invento proporciona um anticorpo isolado ou
seu fragmento ativo, em que o referido anticorpo isoclado ou o
seu fragmento ativo: (a) se liga ao EGFR humano de tipo
selvagem 1ligado as células gquando o gene do EGFR &
amplificado; (b) se liga a EGFR de2-7 num epitopo distinto do
péptido de juncdo LEEKKGNYVVTDH; (c) ndo se liga a células de
tipo selvagem que expressam EGFR enddgeno; e (d) reconhece um
epitopo dentro da sequéncia de residuos 273-501 do EGFR humano
de tipo selvagem.

O novo membro de ligacédo especifica do presente invento,
particularmente um anticorpo ou seu fragmento, incluindo
fragmentos imunogénicos, reconhece um epitopo de EGFR que se
encontra em células tumorigénicas, Thiperproliferativas ou
anormais em que o epitopo ¢é aumentado ou evidente apds
modificagdo pds-tradugdo aberrante e ndo detetavel em células
normais ou de tipo selvagem. Numa concretizacdo particular mas
ndo limitante, o membro de 1ligagdo, tal como o anticorpo,
reconhece um epitopo de EGFR que estd aumentado ou evidente
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apds simples modificacéo dos hidratos de carbono ou
glicosilagéo inicial e estd reduzido ou nao evidente na
presenca de modificacdo complexa dos hidratos de carbono ou
glicosilacdo. O membro de ligacgdo especifica, tal como o
anticorpo ou seu fragmento, nao se liga ou reconhece células
normais ou de tipo selvagem contendo o epitopo de EGFR normal
ou de tipo selvagem na auséncia de sobre-expressdo e na
presenca de modificacdo pdés-traducdo do EGFR normal.

O presente 1invento refere-se a um membro de ligacao
especifica, particularmente um anticorpo ou um seu fragmento,
que reconhece um epitopo de EGFR que estd presente em células
que expressam EGFR amplificado ou expressam o EGFR de2-7 e nao
detetdvel em células que expressam o EGFR normal ou de tipo
selvagem, particularmente na presenca de modificacdo pods-—
tradu¢ao normal.

Nota-se ainda e demonstra-se agqui gque uma observacido ou
caracteristica nédo limitante adicional dos anticorpos do
presente invento é o0 seu reconhecimento do seu epitopo na
presenca de grupos ricos em manose, que € uma caracteristica
de glicosilagdo inicial ou de uma modificacd&o simples dos
hidratos de carbono. Assim, a glicosilacadao alterada ou
aberrante facilita a presenca e/ou o reconhecimento do epitopo
do anticorpo ou compreende uma porg¢do do epitopo do anticorpo.

A glicosilagdo inclui e engloba a modificacdo pdbs-
traducdo de proteinas, designadas glicoproteinas, através de
adicdo de oligossacaridos. Os oligossacaridos sao adicionados
em locais de glicosilacdo em glicoproteinas, particularmente
incluindo oligossacédridos ligados em N e oligossacaridos
ligados em O. Os oligossacédridos ligados em N sao adicionados
a um residuo de Asn, particularmente em que o residuo de Asn
estd na sequéncia N-X-S/T, onde X ndo pode ser Pro nem Asp, e
sdo 0s mais comuns encontrados em glicoproteinas. Na
biossintese das glicoproteinas ligadas em N, forma-se primeiro

um oligossacdrido de tipo rico em manose (geralmente
constituido por dolicol, N-Acetilglucosamina, manose e
glicose) no reticulo endoplasmadtico (RE). As glicoproteinas do

tipo rico em manose sao entdo transportadas do RE para o
Golgi, onde normalmente ocorre mais processamento e
modificacdo dos oligossacdridos. Os oligossacéaridos ligados em
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O sé&@o adicionados ao grupo hidroxilo de residuos Ser ou Thr.
Nos oligossacédridos ligados em 0O, a N-Acetilglucosamina ¢é
primeiro transferida para o residuo Ser ou Thr através de
N-acetilglucosaminiltransferase no RE. A proteina move-se
entdo para o Golgi onde ocorre mais modificacdo e alongamento
da cadeia.

Num aspeto particular do presente invento e tal como
afirmado acima, o0s presentes inventores determinaram novos
anticorpos monoclonais, aqui exemplificados pelo anticorpo
designado mAb 806 e o seu quimérico c¢h806, que reconhecem
especificamente o EGFR de tipo selvagem amplificado e o EGFR
de2-7, ligando-se contudo a um epitopo distinto do péptido de
juncdo unico da mutacdo EGFR de2-7. Os anticorpos do presente
invento reconhecem especificamente EGFR sobre-expresso,
incluindo EGFR amplificado e EGFR mutante (aqui exemplificado
pela mutacdo de2-7), particularmente apds modificacdo pds-—
traducdo aberrante. Adicionalmente, ao mesmo tempo que O
mAb 806 ndo reconhece o EGFR de tipo selvagem normal expresso
a superficie celular de células de glioma, ndo se liga ao
dominio extracelular do EGFR imobilizado a superficie de
placas de ELISA, indicando um epitopo conformacional com
aspeto de um polipéptido. Importantemente, o mAb 806 ndo se
ligou significativamente a tecidos normais tais como figado e
pele, dque expressam niveis de EGFR wt enddgeno gue sao
superiores aos da maioria dos outros tecidos normais, mas em
gque EGFR ndo é sobre-expresso ou amplificado. Assim, o mAb806
demonstra uma nova e Util especificidade, reconhecendo EGFR
de2-7 e EGFR amplificado, ao mesmo tempo gque nao reconhece o
EGFR de tipo selvagem normal ou o péptido de juncédo utnico que
é caracteristico de EGFR de2-7.

Num aspeto preferido, o anticorpo € um gque tem as
caracteristicas do anticorpo que os inventores identificaram e
caracterizaram, em particular o reconhecimento de EGFR
amplificado e EGFR de2-7. Num aspeto particularmente preferido
o anticorpo é¢ o mAb 806 ou seus fragmentos ativos. Noutro
aspeto preferido o anticorpo do presente invento compreende as
sequéncias de aminocdcidos de VH e VL representadas na Figura
14 (SEQ ID NO:2) e Figura 15 (SEQ ID NO:4), respetivamente.
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O epitopo do membro de ligacdo especifica ou anticorpo
estd situado dentro da regido compreendendo os residuos 273-
501 da sequéncia do EGFR normal maduro ou de tipo selvagem e
assim as proteinas de ligacédo especifica proporcionadas tais
como anticorpos, ligam-se ao EGFR de2-7 num epitopo situado
dentro da regido compreendendo os residuos 273-501 da
sequéncia de EGFR. O epitopo pode ser determinado através de
quaisquer técnicas de mapeamento de epitopos convencionais
conhecidas dos peritos na especialidade. Alternativamente, a
sequéncia de ADN codificando os residuos 273-501 pode ser
digerida e os fragmentos resultantes expressos num hospedeiro
adequado. A ligacdo do anticorpo pode ser determinada tal como
mencionado acima.

Em particular, o membro ligar-se-4 a um epitopo
compreendendo os residuos 273-501 do EGFR maduro normal ou de
tipo selvagem. No entanto, outros anticorpos gque mostram o
mesmo padrao de reatividade ou um substancialmente semelhante
também formam um aspeto do presente invento. Isto pode ser
determinado através da comparacdo de tais membros com um
anticorpo compreendendo os dominios VH e VL mostrados em SEQ
ID NO:2 e SEQ 1ID NO:4, respetivamente. A comparagdo seré
tipicamente feita utilizando um Western blot em gque 0s membros
de ligacdo sao ligados a membranas em duplicado preparadas a
partir de uma preparacdo nuclear de células para que o padrao
de ligacdo possa ser diretamente comparado.

Noutro aspeto, o} presente invento proporciona um
anticorpo capaz de competir com o anticorpo 806, sob condicgdes
nas dquais pelo menos 10% de um anticorpo possuindo as
sequéncias de VH e VL do anticorpo 806 s&do impedidos de se
ligarem ao EGFR de2-7 através de competigdo com um tal
anticorpo num ensaio de ELISA. Tal como exposto acima,
anticorpos anti-idiotipicos estdo contemplados e sdo aqui
ilustrados.

Um polipéptido isolado consistindo essencialmente no
epitopo compreendendo os residuos 273-501 do EGFR maduro de
tipo selvagem (residuos 6-234 do EGFR de2-7 maduro) forma
outro aspeto da presente divulgacdo. O péptido da divulgacédo é
particularmente Util em ensaios ou estojos de diagnéstico e
terapeuticamente ou profilaticamente, incluindo como uma
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vacina antitumoral ou anticancerosa. Assim as composicdes do
péptido incluem uma composicdo farmacéutica e composicdes
imunogénicas.

Utilizagcbes de Diagndstico e Terapéuticas

A especificidade tnica dos membros de ligacédo especifica,
particularmente anticorpos ou seus fragmentos, do presente
invento, que s&o tal como definido na reivindicacgao 1,
proporciona utilizagdes de diagndstico e terapéuticas para
identificar, caracterizar, alvejar e tratar, reduzir ou
eliminar varios tipos de células tumorigénicas e tipos de
tumores, por exemplo tumores da cabeca e pescoco, da mama, do
pulméo, da bexiga ou da préstata e glioma, sem os problemas
associados a tomada pelos tecidos normais que pode ser
observada com os anticorpos de EGFR anteriormente conhecidos.
Assim, as células gque sobre-expressam EGFR (p.ex., através de
amplificacdo ou expressdo de um EGFR mutante ou variante),
particularmente aquelas demonstrando modificacdo pds-traducao
aberrante podem ser reconhecidas, isoladas, caracterizadas,
alvejadas e tratadas ou eliminadas wutilizando o membro ou
membros de ligacgdo, particularmente anticorpo(s) ou seus
fragmentos do presente invento.

Os anticorpos do presente invento podem assim categorizar
especificamente a natureza dos tumores ou células
tumorigénicas com EGFR, através de coloracgéao ou de
reconhecimento por outro modo dos tumores ou células em que
esté presente sobre—-expressao de EGFR, particularmente
amplificagdo e/ou mutagdo de EGFR, particularmente EGFR de2-7.
Mais, oS anticorpos do presente invento, tal como
exemplificados pelo mAb 806 e o anticorpo quimérico ch806,
demonstram uma significativa atividade antitumoral in vivo
contra tumores contendo EGFR amplificado e contra xenoenxertos
positivos para EGFR de2-7.

Tal como delineado acima, os inventores verificaram que o
membro de ligagédo especifica do presente invento reconhece
formas associadas a tumores do EGFR (EGFR de2-7 e EGFR
amplificado) mas ndo o recetor de tipo selvagem normal, quando
expresso em células normais. Cré-se que o reconhecimento do
anticorpo seja dependente de uma modificagdo pds-traducgao
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aberrante (p.ex., uma variante Unica de glicosilacéo,
acetilacd&o ou fosforilacdo) do EGFR expresso em células
exibindo sobre-expressdao do gene de EGFR.

Tal como descrito abaixo, mAb 806 e ch806 foram
utilizados em estudos terapéuticos. Mostrou-se gque mAb 806 e
ch806 inibem o crescimento de xenocenxertos que sobre-—-expressam
EGFR (p.ex., amplificado) e de xenoenxertos gque expressam EGFR
de2-7 humano de tumores humanos e induzem uma necrose

significativa dentro de tais tumores.

Para além disso, os anticorpos do presente invento inibem
o0 crescimento de tumores intracranianos num modelo preventivo.
Este modelo envolve a injecédo de células de glioma expressando
EGFR de2-7 em ratinhos nus e depois a 1injecgcdo do anticorpo
intracranianamente no mesmo dia ou dentro de 1 a 3 dias,
opcionalmente com doses repetidas. As doses de anticorpo séao
adequadamente de cerca de 10 pg. Os ratinhos injetados com
anticorpo sao comparados com controlos e verificou-se que a
sobrevivéncia dos ratinhos tratados ¢é significativamente
aumentada.

Por essa razdo, noutro aspeto do presente invento, &
proporcionado um membro de ligacdo especifica do presente
invento para utilizar num método de tratamento de um tumor,
uma condicdo cancerosa, uma condicdo pré-cancerosa e qualquer
condigcdo relacionada ou resultante de crescimento celular
hiperproliferativo.

Os anticorpos do presente invento sao desenhados para
serem utilizados em métodos de diagndstico e tratamento de
tumores em sujeitos humanos ou animais, particularmente
tumores epiteliais. Estes tumores podem ser tumores sdlidos
primdrios ou secundarios de qualquer tipo incluindo, mas néo
se limitando a, glioma, tumores da mama, do pulmdo, da
prostata, da cabeca ou pescogo.

Geracao de Membros de Ligacdo e Anticorpos

A metodologia geral para preparar anticorpos monoclonais
através de hibridomas ¢é bem conhecida. Linhas celulares
imortais produtoras de anticorpos podem também ser criadas
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através de técnicas para além da fuséo, tais como
transformagdo direta de linfécitos B com ADN oncogénico ou
transfecc¢do com virus de Epstein-Barr. Ver, p.ex., M. Schreier
et al., “Hybridoma Techniques” (1980); Hammerling et al.,
“Monoclonal Antibodies and T-cell Hybridomas” (1981); Kennett
et al., “Monoclonal Antibodies” (1980); ver também Patentes
U.S. N.° 4341761; 4399121; 4427783; 4444887; 4451570; 4466917;
4472500; 4491632; 4493890.

Painéis de anticorpos monoclonais produzidos contra EGFR
podem ser pesquisados gquanto a varias propriedades; i.e.,
isotipo, epitopo, afinidade, etc. De particular interesse sao
anticorpos monoclonais que imitem a atividade de EGFR ou suas
subunidades. Tais monoclonais podem ser prontamente
identificados em ensaios de atividade do membro de ligacéao
especifica. Os anticorpos de elevada afinidade sd&o também
Uteis quando é possivel a purificagdo por imunocafinidade do

membro de ligacdo especifica nativo ou recombinante.

Os métodos para producdo de anticorpos policlonais anti-
EGFR s&o bem conhecidos na arte. Ver Patente U.S. N.¢ 4493795
para Nestor et al. Um anticorpo monoclonal, contendo
tipicamente porgdes Fab e/ou F(ab'), de moléculas de anticorpo
Gteis, pode ser preparado utilizando a tecnologia de hibridoma
descrita em “Antibodies-A Laboratory Manual”, Harlow e Lane,
eds., Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1988) .
Resumidamente, para formar o hibridoma a partir do qual &
produzida a composicao do anticorpo monoclonal, uma linha
celular de mieloma ou outra que se auto-perpetue é fundida com
linfécitos obtidos do bago de um mamifero hiperimunizado com
um EGFR apropriado.

Os esplendécitos sdo tipicamente fundidos com células de
mieloma utilizando polietilenoglicol (PEG) 6000. Os hibridos
fundidos sé&o selecionados através da sua sensibilidade a HAT.
Os hibridomas produtores de um anticorpo monoclonal util na
pradtica deste invento s&o identificados através da sua
capacidade para imunorreagir com O presente anticorpo ou
membro de ligacdo e a sua capacidade para inibir a atividade
tumorigénica ou hiperproliferativa especificada em células
alvo.
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Um anticorpo monoclonal Util na pratica do presente
invento pode ser produzido através do inicio de uma cultura de
hibridoma monoclonal compreendendo um meio de nutrientes
contendo um hibridoma que segrega moléculas de anticorpo com a
especificidade do antigénio apropriada. A cultura ¢é mantida
sob condigdes e durante um periodo de tempo suficiente para
que o hibridoma segregue as moléculas de anticorpo para o
meio. O meio contendo o anticorpo € entdo colhido. As
moléculas de anticorpo podem entdo ser melhor isoladas através
de técnicas bem conhecidas.

Os meios uUteis para a preparacdo destas composicdes séo
ambos bem conhecidos na arte e estao comercialmente
disponiveis e incluem meios de cultura sintéticos, ratinhos
consanguineos e semelhantes. Um meio sintético exemplar é o
meio essencial minimo de Dulbecco (DMEM; Dulbecco et al.,
Virol. 8: 396, 1959) suplementado com 4,5 mg/l de glicose,
glutamina 20 mM e soro fetal de vitelo a 20%. Uma linhagem de
ratinhos consanguineos exemplar € a Balb/c.

Os métodos para a producdo de anticorpos monoclonais
anti-EGFR sdo também conhecidos na arte. Ver Niman et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 4949-4953, 1983. Tipicamente, o
EGFR ou um andlogo peptidico é utilizado sozinho ou conjugado

com um transportador imunogénico, como imunogénio no
procedimento descrito anteriormente para producao de
anticorpos monoclonais anti-EGFR. Os hibridomas sao

pesquisados quanto a capacidade para produzir um anticorpo que
imunorreage com o presente EGFR em células tumorigénicas,
anormais ou hiperproliferativas. Outros anticorpos anti-EGFR
incluem mas ndo se limitam ao anticorpo HuMAX-EGFr de
Genmab/Medarex, o anticorpo 108 (ATCC HB9764) e Patente U.S.
N.¢ 6217866 e anticorpo 14E1l de Schering AG (Patente U.S. N.?®¢
5942602) .

Membros de Ligacdo Recombinantes, Quiméricos, Biespecificos e

Fragmentos

Em geral, as regides CDR3, compreendendo as sequéncias de
aminocdcidos substancialmente tal como expostas como as regides
CDR3 de SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:4 estardao suportadas numa
estrutura que permite a ligagcdo das regides CDR3 a um
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antigénio tumoral. No caso da regido CDR3 de SEQ ID NO:4, esta
é de preferéncia suportada pela regido VL de SEQ ID NO:4.

Por “substancialmente tal como exposto” entenda-se que as
regides CDR3 do presente invento serdo idénticas ou altamente
homélogas as regides especificadas de SEQ ID NO:2 e SEQ 1ID
NO:4. Por “altamente homdélogas” estd contemplado que apenas
algumas poucas substituicgdes, de preferéncia de 1 a 8, de
preferéncia de 1 a 5, de preferéncia de 1 a 4 ou de 1 a 3 ou 1
ou 2 substituic¢des podem ser feitas nas CDR.

A estrutura para suportar as CDR3 do presente invento
serd geralmente de uma sequéncia de cadeia pesada ou leve de
anticorpo ou uma porcao substancial desta na qual as regides
CDR3 estéo situadas em localizagdes correspondentes a regiéo
CDR3 dos dominios varidveis VH e VL do anticorpo de ocorréncia
natural codificados por genes de imunoglobulina rearranjados.
As estruturas e localizagdes dos dominios varidveis de
imunoglobulina podem ser determinados através de referéncia a
Kabat, E.A. et al., "“Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, 42 Edicdo, US Department of Health and Human
Services, 1987 e suas atualizacgdes, agora disponiveis na
Internet (http://immuno.bme.nwu.edu)).

De preferéncia, a sequéncia de aminodcidos
substancialmente tal como exposta como residuos 115-123 de SEQ
ID NO:2 é suportada como a CDR3 num dominio varidvel da cadeia
pesada humana ou uma sua porcao substancial e as sequéncias de
aminoacidos substancialmente tal como expostas como residuos
44-54, 70-76 e 109-117 de SEQ ID NO:4 sao suportadas como as
CDR 1-3 respetivamente num dominio varidvel da cadeia leve

humana ou uma sua porc¢ao substancial.

Os dominios varidveis podem ser derivados de qualquer
linha germinativa ou dominio wvaridvel humano rearranjado ou
podem ser um dominio varidvel sintético baseado em sequéncias
de consenso de dominios varidveis humanos conhecidos. As
sequéncias derivadas de CDR3 do presente invento, tal como
definidas no parédgrafo anterior, podem ser introduzidas num
repertério de dominios varidveis sem regides CDR3, utilizando
tecnologia de ADN recombinante.
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Por exemplo, Marks et al. (Bio/Technology 10: 779-783,
1992) descrevem métodos de produgdo de repertdrios de dominios
varidveis de anticorpo em que os iniciadores de consenso
dirigidos contra ou adjacentes a extremidade 5’ da 4&area do
dominio variavel sé&o utilizados em conjunto com iniciadores de
consenso para a terceira regido estrutural dos genes de VH
humanos para proporcionar um repertdédrio de dominios varidveis
de VH sem uma CDR3. Marks et al. descrevem ainda como este
repertdério pode ser combinado com uma CDR3 de um determinado
anticorpo. Utilizando técnicas anadlogas, as sequéncias
derivadas de CDR3 do presente invento podem ser baralhadas com
repertdérios de dominios VH ou VL sem uma CDR3 e os dominios VH
ou VL completos baralhados combinados com um dominio cognato
VL ou VH para proporcionar os membros de ligacédo especifica do
presente invento. O repertdrio pode entdo ser apresentado num
sistema hospedeiro adequado tal como o sistema de apresentacéo
fdgica de WO 92/01047 para que possam ser selecionados membros
de ligacdo especifica adequados. Um repertdrio pode consistir
em qualquer quantidade acima de 10¢ membros individuais, por
exemplo de 10% a 10% ou 101° membros.

Técnicas andlogas de baralhamento ou combinatdérias sao
também divulgadas por Stemmer (Nature 370: 389-391, 1994), que
descrevem a técnica em relacdo a um gene da -lactamase mas
observam que a abordagem pode ser utilizada para a criacédo de
anticorpos.

Outra alternativa ¢ gerar novas regides VH ou VL
possuindo as sequéncias derivadas de CDR3 do presente invento
utilizando mutagénese aleatdria, por exemplo, dos genes de VH
ou VL de mAb806 para gerar mutacdes dentro de todo o dominio
variavel. Uma tal técnica é descrita por Gram et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 3576-3580, 1992, que utilizaram PCR

tendente ao erro.

Outro método gque pode ser utilizado é o de dirigir
mutagénese a regides CDR dos genes de VH ou VL. Tais técnicas
sdo divulgadas por Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91: 3809-3813, 1994 e Schier et al., J. Mol. Biol. 263: 551-
567, 1996.
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Todas as técnicas descritas acima sdo conhecidas como tal
na arte e em si nao fazem parte do presente invento. O perito
na especialidade serd capaz de utilizar tais técnicas para
proporcionar membros de ligacdo especifica do presente invento
utilizando metodologia de rotina na arte.

Uma porgdo substancial de um dominio wvaridvel de
imunoglobulina compreenderd pelo menos as trés regides CDR,
juntamente com as suas regides estruturais intervenientes. De
preferéncia, a porcgdo incluird também pelo menos cerca de 50%
da primeira e/ou da guarta regido estrutural, sendo os 50% os
50% C-terminais da primeira regido estrutural e os 50%
N-terminais da quarta regido estrutural. Residuos adicionais
na extremidade N-terminal ou C-terminal da parte substancial
do dominio wvariavel podem ser os gque nado estdo normalmente
associados a regides do dominio varidvel de ocorréncia
natural. Por exemplo, a construcdo de membros de ligacéao
especifica do presente invento feita através de técnicas de
ADN recombinante pode resultar na introdugdo de residuos
N-terminais ou C-terminais codificados por ligantes
introduzidos para facilitar a clonagem ou outros passos de
manipulacdo. Outros passos de manipulacédo incluem a introducgdo
de ligantes para unir dominios varidveis do presente invento a
mais sequéncias proteicas incluindo cadeias ©pesadas de
imunoglobulina, outros dominios wvaridveis (por exemplo na
producdo de diacorpos) ou etiquetas proteicas tal como
discutido em mais detalhe abaixo.

Embora num aspeto preferido do presente invento sejam
preferidos membros de ligacdo especifica compreendendo um par
de dominios de ligagdo em sequéncias substancialmente expostas
em SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:4, dominios de 1ligagdo simples
baseados numa destas sequéncias formam outros aspetos do
presente invento. No caso dos dominios de ligacdo baseados na
sequéncia substancialmente exposta em SEQ ID NO:2, tais
dominios de 1ligacdo podem ser utilizados como agentes de
direcionamento para antigénios tumorais uma vez que se sabe
que dominios VH de imunoglobulina s&o capazes de se ligar a
antigénios alvo de um modo especifico.

No caso de cada um dos dominios de ligacdo especifica de
cadeia simples, estes dominios podem ser utilizados para
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pesquisar dominios complementares capazes de formar um membro
de ligagédo especifica de dois dominios gque tenha propriedades
in vivo t&do boas ou iguais as do anticorpo mAb806 aqui
divulgado.

Isto pode ser alcancado através de métodos de pesquisa de
apresentacao fagica utilizando a designada abordagem
combinatéria hierdrquica dupla tal como divulgado na Patente
U.S. N.2 5969108 na gual uma coldénia individual contendo um
clone da cadeia H ou L é utilizada para infetar uma biblioteca
completa de clones codificando a outra cadeia (L ou H) e o
membro de ligacdo especifica de duas cadeias resultante &
selecionado de acordo com técnicas de apresentacdo fagica tais
como as descritas nessa referéncia. Esta técnica € também
divulgada em Marks et al., ibid.

Os membros de ligacdo especifica do presente invento
podem ainda compreender regides constantes de anticorpo ou
partes destas. Por exemplo, membros de ligacdo especifica
baseados em SEQ ID NO:4 podem ser unidos na sua extremidade
C-terminal a dominios constantes da cadeia leve de anticorpos
incluindo as cadeias C ou C humanas, de preferéncia cadeias
C . Semelhantemente, membros de ligdo especifica baseados em
SEQ ID NO:2 podem ser unidos na sua extremidade C-terminal a
toda ou a parte de uma cadeia pesada de 1imunoglobulina
derivada de qualquer isotipo de anticorpo, p.ex., IgG, IgA,
IgkE, IgD e IgM e qualquer uma das subclasses de isotipo,
particularmente IgGl, IgG2b e IgG4. E preferida a IgGl.

O advento da tecnologia de anticorpos monoclonais (mAb)
h&d 25 anos proporcionou um enorme repertdrio de reagentes de
investigacdo Uteis e c¢criou a oportunidade de utilizar
anticorpos como reagentes farmacéuticos aprovados em terapia
do cancro, disturbios auto-imunes, rejeicdo de transplantes,
profilaxia antiviral e como antitrombdéticos (Glennie e
Johnson, 2000). A aplicagcdo da engenharia molecular para
converter mAb de murideo em mAb guiméricos (regido V de
ratinho, regido C humana) e reagentes humanizados onde apenas
as regides determinantes de complementaridade dos mAb (CDR)
sdo de origem em murideo foi critica para o sucesso clinico da
terapia com mAb. 0Os mAb desenhados reduziram marcadamente a
imunogenicidade ou tornaram-na ausente, aumentaram a semivida
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sérica e a porcgdo Fc humana do mAb aumenta o potencial de
recrutamento de efetores imunitdrios do complemento e de
células citotdxicas (Clark, 2000). Investigagdes sobre a
biodistribuicdo, farmacocinética e qualgquer inducdo de uma
resposta imunitéria aos mAb administrados clinicamente
requerem o desenvolvimento de andlises para discriminar entre
as proteinas farmacéuticas e enddgenas.

Os anticorpos, ou quaisquer seus fragmentos, podem também
ser conjugados ou fundidos de forma recombinante com qualquer
toxina celular, Dbacteriana ou outra, p.ex., exotoxina de
Pseudomonas, ricino ou toxina da difteria. A parte da toxina
utilizada pode ser a toxina inteira ou qualgquer dominio
particular da toxina. Tais moléculas anticorpo-toxina foram
utilizadas com sucesso para direcionamento e terapia de
diferentes tipos de cancros, ver p.ex., Pastan, Biochim
Biophys Acta., 24 de Out. de 1997, 1333(2): Cl-6; Kreitman et
al., N. Engl. J. Med. 345(4): 241-7, 26 de Jul. de 2001;
Schnell et al., Leukemia 14(1): 129-35, Jan. de 2000; Ghetie
et al., Mol Biotechnol. 18(3): 251-68, Jul. de 2001.

Podem ser formados multimeros biespecificos e
triespecificos através da associacdo de diferentes moléculas
scFv e foram desenhados como reagentes reticulados para
recrutamento de células T ©para tumores (imunoterapia),
redireccionamento viral (terapia génica) e como reagentes de
aglutinacdo de gldébulos vermelhos (imunodiagndstico), ver
p.ex., Todorovska et al., J. Immunol. Methods. 248 (1-2): 47-
66, 1 de Fev. de 2001; Tomlinson et al., Methods Enzymol. 326:
461-79, 2000; McCall et al., J. Immunol. 166(10): 6112-7, 15
de Maio de 2001.

Anticorpos completamente humanos podem ser preparados
através de imunizacdo de ratinhos transgénicos possuindo
grandes porcgdes das cadeias pesadas e leves da imunoglobulina
humana. Estes ratinhos, cujos exemplos sao o Xenomouse™
(Abgenix, 1Inc.) (Patentes U.S. N.° 6075181 e 6150584), o
HuMAb-Mouse™ (Medarex, Inc./GenPharm) (Patentes U.S. N.©°
5545806 e 5569825), o TransChromo Mouse™ (Kirin) e o KM
Mouse™ (Medarex/Kirin), sdo bem conhecidos na arte. Os
anticorpos podem entdo ser preparados através, p.ex., da
técnica de hibridoma padrédo ou através de apresentacdo fagica.
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Estes anticorpos conterdao entéo apenas sequéncias de
aminocdcidos completamente humanas.

Anticorpos completamente humanos podem também ser gerados
utilizando apresentacdo fagica a partir de Dbibliotecas
humanas. A apresentacdo fagica pode ser efetuada utilizando
métodos bem conhecidos dos peritos na especialidade, tal como
em Hoogenboom et al. e Marks et al. (Hoogenboom H.R. e Winter
G. J. Mol. Biol. 227(2): 381-8, 1992; Marks, J.D. et al., J.
Mol. Biol. 222(3): 581-97, 1991; e também Patentes U.S. Nos
5885793 e 5969108) .

Anticorpos Terapéuticos e Utilizacgdes

As propriedades in vivo, particularmente em relacdo a
razédo tumor:sangue e velocidade de eliminacéo, dos membros de
ligagdo especifica do presente invento serdao pelo menos
compardveis com as de mAb806. Apds administracdo a um sujeito
humano ou animal um tal membro de ligacdo especifica mostraré
um pico na razao tumor para sangue de >1:1. De preferéncia a
uma tal razdo o membro de ligacdo especifica terd também uma
razdo de tumor para 6érgdo de mais de 1:1, de preferéncia mais
de 2:1, de maior preferéncia mais de 5:1. De preferéncia a uma
tal razdo o membro de ligacédo especifica terd também uma razédo
de 6rgédo para sangue de <1:1 em o6rgédos fora do local do tumor.
Estas razdes excluem Orgdos de catabolismo e secrecao do
membro de ligagdo especifica administrado. Assim no caso dos
scFv e dos Fab (tal como mostrado nos exemplos acompanhantes),
os membros de ligacdo sdo segregados através dos rins e ha uma
maior presenca aqui que noutros o6rgdos. No caso das IgG
inteiras, a eliminacdo serd pelo menos em parte, através do
figado. O pico da razdo de localizagdo do anticorpo intacto
serd normalmente alcancado entre 10 e 200 horas apds a
administracao do membro de ligacéo especifica. Mais
particularmente, a razdo pode ser medida num xenoenxerto
tumoral de cerca de 0,2-1,0 g formado subcutaneamente num
flanco de um ratinho nu atimico.

Os anticorpos do presente invento podem ser marcados com
um marcador detetavel ou funcional. Marcadores detetéaveis
incluem, mas nado se limitam a, radiomarcadores tais como o0sS
isdétopos °H, 14C, 3%p, 355, 36Cl, SiCr, °’Co, °5%Co, 5%%Fe, 90y, 1217,
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l247, 1257, 1317, 111Tp, 211at, 19pAu, 67Cu, 225Ac, 213Bi, 99Tc e 18¢Re,
que podem ser unidos aos anticorpos do presente invento
utilizando quimica convencional conhecida na arte de
imagiologia de anticorpos. Os marcadores incluem também
marcadores fluorescentes e marcadores utilizados
convencionalmente na arte para 1magiologia MRI-CT. Podem
também incluir marcadores enzimdticos tais como peroxidase de
rédbano. 0s marcadores incluem ainda por¢des gquimicas tais como
biotina que podem ser detetadas através de ligacdo a uma
porgdo cognata especifica detetéavel, p.ex., avidina marcada.

Marcadores funcionais incluem substéncias que sao
concebidas para se dirigirem ao local de um tumor para causar
destruicdo do tecido tumoral. Tais marcadores funcionais
incluem farmacos citotdéxicos tais como 5-fluorouracilo ou
ricino e enzimas tais como carboxipeptidases bacterianas ou
nitro-redutase, que sdo capazes de converter pré-fadrmacos em

fdrmacos ativos no local de um tumor.

Também, anticorpos incluindo anticorpos policlonais e
anticorpos monoclonais e faArmacos que modulam a producdo ou
atividade dos membros de ligacdo especifica, anticorpos e/ou
suas subunidades podem possuir certas aplicacodes de
diagnéstico e podem, por exemplo, ser utilizados para o fim de
detetar e/ou medir condig¢des tais como cancro, lesdes pré-
cancerosas, condicgdes relacionadas ou resultantes de
crescimento celular hiperproliferativo ou semelhantes. Por
exemplo, o0s membros de ligacdo especifica, anticorpos ou suas
subunidades podem ser utilizados para produzir anticorpos
policlonais e monoclonais para si mesmos numa variedade de
meios celulares, através de técnicas conhecidas tais como a
técnica de hibridoma utilizando, por exemplo, linfécitos de
baco de ratinho fundidos e células de mieloma. Igualmente,
moléculas pequenas dgque imitem ou antagonizem a atividade ou
atividades dos membros de ligacdo especifica do presente
invento podem ser descobertas ou sintetizadas e podem ser
utilizadas em protocolos de diagndéstico e/ou terapia.

Os membros de ligacao especifica radiomarcados,
particularmente anticorpos e seus fragmentos, s&do uteis em
técnicas de diagndstico in vitro e em técnicas de
radiocimagiologia in vivo e em radioimunoterapia. No caso de
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imagiologia in vivo, o0s membros de ligacdo especifica do
presente invento podem ser conjugados com um agente de
imagiologia em vez de um ou mais radioisdétopos, incluindo mas
ndao se limitando a um agente de melhoramento de imagem de
ressonancia magnética, em que por exemplo uma molécula de
anticorpo é carregada com um grande numero de ides
paramagnéticos através de grupos quelantes. Exemplos de grupos
quelantes incluem EDTA, porfirinas, poliaminas, éteres de
coroa e polioximas. Exemplos de 1ides paramagnéticos incluem
gadolinio, ferro, manganés, rénio, eurdpio, lanténio, hdélmio e
férmio. Noutro aspeto do presente invento, o0s membros de
ligagdo especifica radiomarcados, particularmente anticorpos e
seus fragmentos, particularmente radioimunoconjugados, Sao
uteis em radioimunoterapia, particularmente como anticorpos
radiomarcados para terapia de cancro. Ainda noutro aspeto, o0s
membros de ligagdo especifica radiomarcados, particularmente
anticorpos e seus fragmentos, sdo Uteis em técnicas de
cirurgia radioimuno-orientadas, em que podem identificar e
indicar a presenca e/ou localizacdo de células de cancro,
células pré-cancerosas, células tumorais e células
hiperproliferativas, antes, durante ou apds cirurgia para
remover tais células.

Os imunoconijugados ou proteinas de fusdo de anticorpos do
presente 1invento, em qgque o0s membros de ligacao especifica,
particularmente anticorpos e seus fragmentos, do presente
invento s&o conjugados ou unidos a outras moléculas ou agentes
incluem ainda, mas nao se limitam a, membros de 1ligacéao
conjugados com um agente de ablacdo quimica, toxina,
imunomodulador, citoquina, agente citotdxico, agente
quimioterapéutico ou farmaco.

Radioimunoterapia (RAIT) entrou na clinica e demonstrou
eficdcia wutilizando varios anticorpos imunoconjugados. O
anticorpo anti-antigénio carcinoembrionéario (anti—-CEA)
humanizado marcado com 31T, hMN-14, foi avaliado em cancro
colorrectal (Behr, T.M. et al., Cancer 94(Supl. 4): 1373-81,
2002) e o mesmo anticorpo com marcador 2°Y foi avaliado em
carcinoma medular da tiroide (Stein, R. et al., Cancer 94(1):
51-61, 2002) . Radioimunoterapia utilizando anticorpos
monoclonais foi também avaliada e relatada para linfoma nao de
Hodgkin e cancro pancredtico (Goldenberg, D.M., Crit. Rev.
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Oncol. Hematol. 39(1-2): 195-201, 2001; Gold, D.V. et al.,
Crit. Rev. Oncol. Hematol. 39(1-2): 147-54, 2001). Os métodos
de radioimunoterapia com anticorpos particulares sdo também
descritos nas Patentes U.S. 6306393 e 6331175. A cirurgia
radioimuno-orientada (RIGS) entrou também na clinica e
demonstrou eficdcia e wutilidade, incluindo a wutilizacédo de
anticorpos anti-CEA e anticorpos direcionados contra
antigénios associados a tumores (Kim, J.C. et al., Int. J.
Cancer 97 (4): 542-7, 2002; Schneebaum, S. et al., World J.
Surg. 25(12): 1495-8, 2001; Avital, S. et al., Cancer 89(8):
1692-8, 2000; McIntosh, D.G. et al., Cancer Biother.
Radiopharm. 12 (4): 287-94, 1997).

Os anticorpos do presente invento podem ser administrados
a um paciente a necessitar do tratamento através de qualquer
via adequada, habitualmente através de injecdo na corrente
sanguinea ou LCR ou diretamente no local do tumor. A dose
exata dependerd de varios fatores, incluindo de se o anticorpo
é para diagnéstico ou para tratamento, o tamanho e a
localizacdo do tumor, a natureza exata do anticorpo (se € um
anticorpo inteiro, fragmento, diacorpo, etc.) e a natureza do
marcador detetdvel ou funcional unido ao anticorpo. Quando é
utilizado um radionuclideo para terapia, uma dose uUnica maxima
adequada € de cerca de 45 mCi/m?, até um médximo de cerca de
250 mCi/m?. A dosagem preferivel estd no intervalo de 15 a
40 mCi, com um intervalo de dosagem mais preferido de 20 a
30 mCi ou 10 a 30 mCi. Tal terapia pode requerer substituicéo
da medula &6ssea ou de células estaminais. Uma dose tipica de
anticorpo para imagiologia de tumores ou tratamento de tumores
estard no intervalo de 0,5 a 40 mg, de preferéncia de 1 a 4 mg
de anticorpo na forma F(ab')2. Os anticorpos nus sao de
preferéncia administrados em doses de 20 a 1000 mg de proteina
por dose ou 20 a 500 mg de proteina por dose ou 20 a 100 mg de
proteina por dose. Esta é uma dose para um Unico tratamento de
um paciente adulto, gque pode ser proporcionalmente ajustada
para criangas e bebés e também ajustada para outros formatos
de anticorpo em proporgdo ao peso molecular. Os tratamentos
podem ser repetidos a intervalos diarios, duas vezes por
semana, semanais ou mensais, a discricdo do médico.

Estas formulag¢gdes podem incluir uma segunda proteina de
ligagdo, tal como as proteinas de ligacdo a EGFR descritas
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supra. Numa forma especialmente preferida, esta segunda
proteina de ligagdo € um anticorpo monoclonal tal como 528 ou
225, discutido infra.

Composigdes Farmacéuticas e Terapéuticas

Os membros de ligacdo especifica do presente invento
serdo habitualmente administrados na forma de uma composicao
farmacéutica, que pode compreender pelo menos um componente

para além do membro de ligacdo especifica.

Assim, as composicgdes farmacéuticas de acordo com ©
presente invento, e para utilizar de acordo com o presente
invento, podem compreender, para além do ingrediente ativo, um
excipiente, transportador, tampdo, estabilizador ou outros
materiais farmaceuticamente aceitdveis bem conhecidos dos
peritos na especialidade. Tais materiais devem ser ndo tdxicos
e ndo devem interferir com a eficdcia do ingrediente ativo. A
exata natureza do transportador ou outro material dependeréd da
via de administracédo, que pode ser oral ou através de injecéao,
p.ex., intravenosa.

As composicgdes farmacéuticas para administracdo oral
podem estar na forma de comprimido, céapsula, pd ou liquido. Um
comprimido pode compreender um transportador sdélido tal como
gelatina ou um adjuvante. As composicdes farmacéuticas
liquidas compreendem geralmente um transportador liquido tal
como &gua, petrdleo, bleos animais ou vegetais, 6leo mineral
ou ¢leo sintético. Pode ser incluida wuma solugdo salina
fisioldgica, dextrose ou outra solugdo de sacadridos ou glicdis
tal como etilenoglicol, propilenoglicol ou polietilenoglicol.

Para injecdo intravenosa ou injec¢do no local de aflicéao,
o 1ingrediente ativo estard na forma de uma solugcdo aquosa
parentericamente aceitédvel dque ¢é apirogénica e tem ©pH,
isotonicidade e estabilidade adequados. Os peritos na
especialidade sao bem capazes de preparar solugdes adequadas
utilizando, por exemplo, veiculos isotdnicos tais como Injecgédo
de Cloreto de Sé6dio, Injecdo de Solucdo de Ringer, Injecdo de
Solugdo de Ringer Lactada. Podem ser incluidos conservantes,
estabilizantes, tampdes, antioxidantes e/ou outros aditivos,
conforme necessario.
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Uma composicdo pode ser administrada sozinha ou em
combinacdo com outros tratamentos, terapéuticos ou agentes,
simultaneamente ou sequencialmente dependendo da condigcdo a
tratar. Adicionalmente, o presente invento contempla e inclui
composicdes compreendendo o membro de ligacdo, particularmente
anticorpo ou seu fragmento, aqui descrito e outros agentes ou
terapéuticos tais como agentes ou terapéuticos anticancerosos,
hormonas, agentes anti-EGFR ou anticorpos, ou moduladores
imunitdrios. Mais geralmente estes agentes anticancerosos
podem ser inibidores de tirosina—-quinases ou 1inibidores de
cascatas de fosforilacgdo, moduladores pds-traducdo, inibidores
do crescimento ou divisd&o celular (p.ex., antimitdticos) ou
inibidores da transdugdo de sinal. Outros tratamentos ou
terapéuticos podem incluir a administracdo de doses adequadas
de farmacos analgésicos tais como fadrmacos anti-inflamatodrios
ndo esterdides (p.ex., aspirina, paracetamol, ibuprofeno ou
cetoprofeno) ou opidceos tais como morfina ou antieméticos. A
composicédo pode ser administrada em combinacéo
(sequencialmente (i.e. antes ou depois) ou simultaneamente)
com inibidores de tirosina-quinases (incluindo, mas nado se
limitando a AG1478 e 272D1839, STI571, 0SI-774, SU-6668),

doxorrubicina, temozolomida, cisplatina, carboplatina,
nitrosureias, procarbazina, vincristina, hidroxiureia, 5-
fluorouracilo, arabindsido de citosina, ciclofosfamida,

epipodofilotoxina, carmustina, lomustina e/ou outros agentes
gquimioterapéuticos. Assim, estes agentes podem ser agentes
especificos anti-EGFR ou inibidores de tirosina-quinases tais
como AG1478, ZD1839, STI571, 0SI-774 ou SU-6668 ou podem ser
agentes anticancerosos e antineopldsicos mais gerais tais como
doxorrubicina, cisplatina, temozolomida, nitrosureias,
procarbazina, vincristina, hidroxiureia, 5-fluorouracilo,
arabindésido de <citosina, ciclofosfamida, epipodofilotoxina,
carmustina ou lomustina. Adicionalmente, a composicao pode ser
administrada com hormonas tais como dexametasona, moduladores
imunitdrios, tails como interleucinas, fator de necrose tumoral
(TNF) ou outros fatores de crescimento ou citoquinas que
estimulam a resposta imunitédria e a reducdo ou eliminacgdo de
células de cancro ou tumores. Um modulador imunitdrio tal como
TNF pode ser combinado juntamente com um membro do presente
invento na forma de um anticorpo biespecifico reconhecendo o
epitopo de EGFR 806 bem como ligando-se a recetores de TNF. A
composicdo pode também ser administrada com, ou pode incluir,
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combinacdes juntamente com outros anticorpos anti-EGFR,
incluindo mas nédo se limitando aos anticorpos anti-EGFR 528,
225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62 e ABX-EGF.

Anteriormente a utilizacéo de agentes tais Ccomo
doxorrubicina e cisplatina em conjunto com anticorpos anti-
EGFR produziu maior atividade antitumoral (Fan et al., 1993;
Baselga et al., 1993). A combinacdo de doxorrubicina e mAb 528
resultou na erradicacéao total de xenoenxertos A431
estabelecidos, enquanto o tratamento com agente sozinho causou
apenas uma inibicdo tempordria do crescimento in vivo (Baselga
et al., 1993). Igualmente, a combinacdo de cisplatina e maAb
528 ou 225 também conduziu a erradicacdo de xenoenxertos A431
bem estabelecidos, que nado foi observada quando foi utilizado
o tratamento com um dos agentes (Fun et al., 1993).

Radioterapia Convencional

Adicionalmente, o presente invento contempla e inclui
composicdes terapéuticas para utilizacdo do membro de ligacéo
em combinagdo com radioterapia convencional. Foil indicado que
o tratamento com anticorpos direcionados a recetores de EGF
pode aumentar os efeitos da radioterapia convencional (Milas
et al., Clin. Cancer Res. 6(2): 701-8, Fev. de 2000, Huang et
al., Clin. Cancer Res., 6(6): 2166-74, Jun. de 2000).

Tal como aqui demonstrado, combinacdes do membro de
ligacdo do presente invento, particularmente um anticorpo ou
seu fragmento, de preferéncia o mAb806, <ch806 ou um seu
fragmento, e produtos terapéuticos anticancerosos,
particularmente produtos terapéuticos anti-EGFR, incluindo
outros anticorpos anti-EGFR, demonstram terapia eficaz e
particularmente sinergia contra tumores xenoenxertados. Nos
exemplos, estd demonstrado que a combinacdo de AGl1478 e
mAb 806 resulta numa reducdo significativamente maior do
volume do tumor do xenoenxerto A431 em comparagdo com O
tratamento com um dos agentes sozinho. AG1478 (4-(3-
cloroanilino) -6, 7-dimetoxiquinazolina) €& um potente e seletivo
inibidor do recetor-quinase de EGF e ¢é particularmente
descrito na Patente dos Estados Unidos N.2 5457105, (ver
também, Liu, W. et al., J. Cell Sci. 112: 2409, 1999; Eguchi,
S. et al., J. Biol. Chem. 273: 8890, 1998; Levitsky, A. e
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Gazit, A., Science 267: 1782, 1995). 0Os exemplos do fasciculo
demonstram ainda sinergia terapéutica do anticorpo 806 com
outros anticorpos anti-EGFR, particularmente com o anticorpo
anti-EGFR, 528.

0 presente invento contempla ainda composicdes
terapéuticas Uteis na prética dos métodos terapéuticos desta
divulgacdo. Uma composicdo terapéutica sujeita inclui, em
mistura, um excipiente (transportador) farmaceuticamente
aceitavel e um ou mais membros de ligacéo especifica,
polipéptido seu andlogo ou seu fragmento, tal como aqui
descrito como ingrediente ativo. Numa concretizacao preferida,
a composicdo compreende um antigénio capaz de modular a
ligacdo especifica do presente membro de ligacdo/anticorpo com
uma célula alvo.

A preparacdo de composicdes terapéuticas que contém
polipéptidos, andlogos ou fragmentos ativos como ingredientes
ativos é bem entendida na arte. Tipicamente, tais composicdes
sdo preparadas como 1injetaveis, como solucdes ou suspensodes
liquidas. No entanto, formas sdélidas adequadas para solucgdo ou
suspensdo em liquido antes da injecdo podem também ser
preparadas. A preparagdo pode também ser emulsionada. O
ingrediente ativo terapéutico é frequentemente misturado com
excipientes que sdo farmaceuticamente aceitdveis e compativeis
com © 1ingrediente ativo. Excipientes adequados s&ao, por
exemplo, &gua, solugdes salina, dextrose, glicerol, etanol ou
semelhantes e suas combinacdes. Adicionalmente, se desejado, a
composicédo pode conter quantidades menores de substéncias
auxiliares tais como agentes molhantes ou emulsionantes,
agentes de tamponamento do pH que aumentem a eficédcia do
ingrediente ativo.

Um polipéptido, andlogo ou fragmento ativo pode ser
formulado na composicdo terapéutica como formas salinas
neutralizadas farmaceuticamente aceitéveis. Sais
farmaceuticamente aceitdveis incluem os sais de adicgdo &cida,
(formados com os grupos amino livres do polipéptido ou da
molécula de anticorpo) e os que sédo formados com &acidos
inorgdnicos tais como, por exemplo, &cidos <cloridrico ou
fosférico ou 4&cidos orgdnicos tais como acético, oxalico,
tartdrico, mandélico e semelhantes. Os sais formados a partir
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dos grupos carboxilo 1livres podem também ser derivados de
bases inorgénicas tais como, por exemplo, hidréxidos de sédio,
potédssio, aménio, célcio ou ferro, e de bases orgénicas tais
Ccomo isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol,

histidina, procaina e semelhantes.

As composicdes terapéuticas contendo o polipéptido, o
andlogo ou o) fragmento ativo Sao convencionalmente
administradas intravenosamente tal como através de injecdo de,
por exemplo, uma dose unitaria. O termo “dose unitéaria” quando
utilizado em relacdo a uma composicdo terapéutica do presente
invento refere-se a unidades fisicamente discretas adequadas
como dosagem unitdria para seres humanos, contendo cada
unidade uma quantidade predeterminada de material ativo
calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em
associacdo com o diluente requerido; 1i.e., transportador ou
veiculo.

As composigdes sdo administradas de um modo compativel
com a formulacdo de dosagem e numa quantidade terapeuticamente
eficaz. A quantidade a administrar depende do sujeito a
tratar, da capacidade do sistema imunitdrio do sujeito para
utilizar o ingrediente ativo e do grau desejado da capacidade
de ligacdo a EGFR. As quantidades exatas de ingrediente ativo
que é necessario administrar dependem da avaliacao do
praticante e sdo peculiares de cada individuo. No entanto, as
dosagens adequadas podem variar de cerca de 0,1 a 20, de
preferéncia cerca de 0,5 a cerca de 10 e de maior preferéncia
de um a varios miligramas de ingrediente ativo por quilograma
de peso corporal do individuo por dia e dependem da via de
administracdo. Os regimenes adequados para administracéao
inicial e injeg¢des de reforgo sdo também varidveis, mas sao
tipificados por uma administracdo inicial seguida de doses
repetidas a intervalos de uma hora ou mais através de uma
injecdo subsequente ou outra administracdo. Alternativamente,
estd contemplada infusdo intravenosa continua suficiente para
manter concentragcdes de dez nanomolar a dez micromolar no

sangue.

As composicdes farmacéuticas para administracdo oral
podem estar na forma de comprimido, cédpsula, pd ou ligquido. Um
comprimido pode compreender um transportador sdélido tal como
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gelatina ou um adjuvante. As composicdes farmacéuticas
liquidas compreendem geralmente um transportador liquido tal
como &gua, petrdleo, o6leos animais ou vegetais, 6leo mineral
ou ¢leo sintético. Pode ser incluida wuma solugdo salina
fisioldgica, dextrose ou outra solucdo de sacaridos ou glicdis
tais como etilenocglicol, propilenoglicol ou polietilenoglicol.

Para injecdo intravenosa ou injeg¢do no local de aflicéao,
o 1ingrediente ativo estard na forma de uma solucdo aquosa
parentericamente aceitavel que seja apirogénica e tenha pH,
isotonicidade e estabilidade adequados. Os peritos na
especialidade sdo perfeitamente capazes de preparar solugdes
adequadas utilizando, por exemplo, veiculos isotdnicos tais
como Injecdo de Cloreto de Sdédio, 1Injecdo de Solucgado de
Ringer, 1Injecdo de Solugédo de Ringer Lactada. Podem ser
incluidos conservantes, estabilizantes, tampdes, antioxidantes
e/ou outros aditivos, conforme necessério.

Ensaios de Diagnéstico

O presente invento refere-se também a uma variedade de
aplicagdes de diagndstico, incluindo métodos para detegdo da
presenca de estimulos tais como EGFR expresso de forma
aberrante, em referéncia a sua capacidade para ser reconhecido
pelo presente membro de ligacéo especifica. Tal como
mencionado anteriormente, o EGFR pode ser utilizado para
produzir anticorpos para si proéprio através de uma variedade
de técnicas conhecidas e tais anticorpos podem entdo ser
isolados e utilizados como em testes quanto a presenca de
determinada atividade de EGFR em células alvo suspeitas.

As aplicagbes de diagndéstico dos membros de 1ligagéo
especifica do presente invento, particularmente anticorpos e
seus fragmentos, incluem aplicag¢bes 1in vitro e 1in vivo bem
conhecidas e padrdao para o0s peritos e Dbaseadas na presente
descricéo. Os ensaios de diagnéstico e estojos para
determinacdo in vitro e avaliagcdo do status de EGFR,
particularmente em relacdo a expressdo aberrante de EGFR,
podem ser utilizados para diagnosticar, avaliar e monitorizar
amostras de pacientes incluindo as que se sabe ou suspeita de
terem cancro, uma condig¢do pré-cancerosa, uma condicéo
relacionada com crescimento celular hiperproliferativo ou de
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uma amostra tumoral. A determinacdo e avaliacao do status de
EGFR €& também ttil na determinacgdo da adequacdo de um paciente
para um ensaio clinico de um farmaco ou para a administracédo
de um determinado agente qguimioterapéutico ou membro de
ligagédo especifica, particularmente um anticorpo, do presente
invento, incluindo suas combinag¢des, versus um agente ou
membro de ligacd&o diferente. Este tipo de monitorizacdo e
determinacdo de diagndéstico estd Jjd em pratica wutilizando
anticorpos contra a proteina HER2 no cancro da mama (Hercep
Test, Dako Corporation), onde o ensaio é também utilizado para
avaliar ©pacientes para terapia de anticorpos utilizando
Herceptin. As aplicagbes in vivo incluem imagiologia de
tumores ou determinacdo do status do cancro de individuos,

incluindo radioimagiologia.

Tal como sugerido anteriormente, o método de diagndstico
da presente divulgacd&o compreende o exame de uma amostra
celular ou meio através de um ensaio incluindo uma quantidade
eficaz de um antagonista para um EGFR/proteina, tal como um
anticorpo anti-EGFR, de preferéncia um anticorpo policlonal
purificado por afinidade e de maior preferéncia um maAb.
Adicionalmente, ¢é preferivel gque as moléculas de anticorpo
anti-EGFR aqui utilizadas estejam na forma de porgdes Fab,
Fab', F(ab'); ou F(v) ou de moléculas de anticorpo inteiras.
Tal como anteriormente discutido, os pacientes capazes de
beneficiar deste método incluem aqueles sofrendo de cancro,
uma lesdo pré-cancerosa, uma infecao wviral, patologias
envolvendo ou resultantes de crescimento celular
hiperproliferativo ou outros desequilibrios patoldégicos
semelhantes. Os métodos para isolamento de EGFR e inducédao de
anticorpos anti-EGFR e para determinacdo e otimizacdo da
capacidade de anticorpos anti-EGFR para auxiliar o exame de
células alvo sdo todos bem conhecidos na arte.

De preferéncia, o anticorpo anti-EGFR wutilizado nos
métodos de diagnédstico desta divulgacdo € um anticorpo
policlonal purificado por afinidade. De maior preferéncia, o
anticorpo é um anticorpo monoclonal (mAb). Adicionalmente, as
moléculas de anticorpo anti-EGFR aqui utilizadas podem estar
na forma de porcgdes Fab, Fab', F(ab'): ou F(v) das moléculas
de anticorpo inteiras.
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Tal como descrito em detalhe acima, o anticorpo ou
anticorpos para o EGFR podem ser produzidos e isolados através
de métodos padrdo incluindo as técnicas de hibridoma bem
conhecidas. Por conveniéncia, o anticorpo ou anticorpos para o
EGFR seré&o aquil referidos como Ab: e o anticorpo ou anticorpos
criados noutras espécies como Ab;.

A presencga de EGFR em células pode ser avaliada através
dos habituais procedimentos imunoldgicos in vitro ou in vivo
aplicadveis a tais determinac¢des. S&o conhecidos varios
procedimentos Uteis. Trés desses procedimentos que séo
especialmente Uteis utilizam o EGFR marcado com um marcador
detetdvel, anticorpo Ab; marcado com um marcador detetdvel ou
anticorpo Abg marcado com um marcador detetavel. Os
procedimentos podem ser resumidos pelas seguintes equacdes em
que o asterisco indica gque a particula estd marcada e “R”
representa o EGFR:

A. R* + Ab; = R*Abs
B. R + Ab* = RAb;*

C. R + Ab; + Aby* = RADb;Aby*

Os procedimentos e a sua aplicacdao sao todos familiares
aos peritos na especialidade e podem ser assim utilizados
dentro do ambito do presente invento. O procedimento
“competitivo”, Procedimento A, ¢é descrito nas Patentes U.S.
N.° 3654090 e 3850752. Procedimento C, o procedimento em
“sanduiche”, ¢é descrito nas Patentes U.S. N.° RE 31006 e
4016043. Ainda sao conhecidos outros procedimentos tais como 0
procedimento de “duplo anticorpo” ou “DASP”.

Em cada caso acima, o EGFR forma complexos com um ou mais
anticorpos ou parceiros de ligacgdo e um membro do complexo é
marcado com um marcador detetavel. O facto de se ter formado
um complexo e, se desejado, a sua quantidade, podem ser
determinados através de métodos conhecidos aplicdveis a
detecdo de marcadores.

Observar-se-a& a partir do de cima que uma propriedade
caracteristica de Aby é que reagird com Ab:. Isto é porque Ab;
criado numa espécie de mamifero foi utilizado noutra espécie
como antigénio para criar o anticorpo 2Abz. Por exemplo, Ab:
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pode ser criado em cabras utilizando anticorpos de coelho como
antigénios. Ab; serd por essa razdo um anticorpo anti-coelho
criado em cabras. Para 0s fins desta descricao e
reivindicacdes, Ab; serd referido como um anticorpo primario
ou anti-EGFR e Ab; serd referido como um anticorpo secundério
ou anti-Ab;.

Os marcadores mais vulgarmente empregues para estes
estudos sdo elementos radiocativos, enzimas, gquimicos que
fluorescem quando expostos a luz ultravioleta e outros. Varios
materiais fluorescentes sdo conhecidos e podem ser utilizados
como marcadores. Estes incluem, por exemplo, fluoresceina,
rodamina, auramina, Texas Red, azul AMCA e Lucifer Yellow. Um
material de detecdo particular ¢é um anticorpo anti-coelho
preparado em cabras e conjugado com fluoresceina através de um
isotiocianato.

O EGFR ou seu ou seus parceiros de ligacdo tais como o
presente membro de ligacdo especifica, podem também ser
marcados com um elemento radioativo ou com uma enzima. O
marcador radioativo pode ser detetado através de quaisquer
procedimentos de contagem atualmente disponiveis. O isdétopo
preferido pode ser selecionado a partir de °3H, 14C, 32p, 35S,
36Cc1, SiCr, 57Co, 58Co, S5%e, 90y, 121, 1247, 1257, 1317, 111Tpn, 211At,

198Au, 67CU, 225AC, 213Bi, 99TC e 186Re.

Marcadores enzimdticos sdo de igual modo Uteis e podem
ser detetados através de qualgquer uma das técnicas
colorimétricas, espetrofotométricas,
fluoroespetrofotométricas, amperimétricas ou gasométricas
atualmente utilizadas. A enzima ¢é conjugada com a particula
selecionada através de reacdo com moléculas de ponte tais como
carbodiimidas, diisocianatos, glutaraldeido e semelhantes.
Muitas enzimas que podem ser utilizadas nestes procedimentos
sdao conhecidas e podem ser utilizadas. As preferidas séao
peroxidase, —-glucuronidase, -D-glucosidase,
galactosidase, urease, glicose-oxidase mais peroxidase e
fosfatase alcalina. As Patentes U.S. N.° 3654090; 3850752; e
4016043 sédo referidas por meio de exemplo para a sua
divulgagdo de material e métodos de marcacdo alternativos.
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Um sistema de ensaio particular que pode ser
vantajosamente utilizado de acordo com o presente invento, é
conhecido como um ensaio de recetor. Num ensaio de recetor, o
material a ensaiar tal como o membro de ligacdo especifica, é
apropriadamente marcado e depois certas coldnias celulares de
teste sado inoculadas com uma quantidade de material marcado e
ndo marcado apds o que sao conduzidos estudos de ligacdo para
determinar a extensdo a que o material marcado se liga aos
recetores celulares. Deste modo, as diferencas na afinidade

entre materiais pode ser avaliada.

Assim, uma quantidade purificada do membro de ligacgdao
especifica pode ser radiomarcada e combinada, por exemplo, com
anticorpos ou outros inibidores para estes, apds o gque seriam
conduzidos estudos de ligacgéao. Seriam entdo preparadas
solugdes que contivessem varias quantidades de membro de
ligagdo especifica nédo combinado marcado e nao marcado e
seriam entdo inoculadas amostras celulares e a partir dai
incubadas. As monocamadas celulares resultantes sao entdao
lavadas, solubilizadas e depois contadas num contador gama
durante um tempo suficiente para produzir um erro padrao <5%.
Estes dados sé&o entdo sujeitos a andlise Scatchard apds o que
se podem fazer observacgbes e tirar conclusdes em relacido a
atividade do material. Ao mesmo tempo gque o anterior é
exemplar, também ilustra o modo em que um ensaio de recetor
pode ser efetuado e utilizado, no caso em que a capacidade de
ligagdo celular do material ensaiado possa servir como

caracteristica distintiva.

Um ensaio util e contemplado de acordo com o© presente
invento € conhecido como ensaio “cis/trans”. Resumidamente,
este ensaio emprega duas construcdes genéticas, uma das guais
¢ tipicamente um plasmideo que expressa continuamente um
determinado recetor de interesse quando transfectado para uma
linha celular apropriada e o segundo dos guais é um plasmideo
que expressa um repdrter tal como luciferase, sob o controlo
de um complexo recetor/ligando. Assim, por exemplo, se for
desejado avaliar um composto como ligando para um determinado
recetor, um dos plasmideos seria uma construcdo que resulte em
expressdo do recetor na linha celular escolhida, ao mesmo
tempo que o segundo plasmideo possuiria um promotor ligado ao
gene da luciferase em que o elemento de resposta ao recetor
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particular é inserido. Se o composto em teste for um agonista
para o recetor, o ligando complexar-se-4& com O recetor e o
complexo resultante ligar-se-4 ao elemento de resposta e
iniciaréa a transcricao do gene da luciferase. A
gquimioluminescéncia resultante é ent&o medida fotometricamente
e obtém-se curvas de resposta a dose e comparam-se com as dos
ligandos conhecidos. O ©protocolo anterior ¢é descrito em
detalhe na Patente U.S. N.¢ 4981784 e Publicagdao Internacional
PCT N.° WO 88/03168, para cujo objetivo se refere o perito.

Noutra concretizacdo deste invento, estojos de teste
comerciais adequados para utilizacéao por um médico
especialista podem ser preparados para determinar a presencga
ou auséncia de expressdo aberrante de EGFR, incluindo mas né&o
se limitando a EGFR amplificado e/ou uma mutagdo de EGFR, em
células alvo suspeitas. De acordo com as técnicas de teste
discutidas acima, uma classe de tais estojos conterd pelo
menos o EGFR marcado ou o seu parceiro de ligacgao, por

exemplo, um anticorpo especifico para este, e orientacdes,

claro, dependendo do método selecionado, p.ex., “competitivo”,
“em sanduiche”, “DASP” e semelhante. 0s estojos podem também
conter reagentes periféricos tais como tampdes,

estabilizantes, etc.

Assim, um estojo de teste pode ser preparado para a
demonstracdo da presenca ou da capacidade de c¢élulas para
expressdo aberrante ou modificacdo pds-traducdo de EGFR,
compreendendo:

(a) uma quantidade predeterminada de pelo menos um componente
imunoguimicamente reativo marcado obtido através da wuniéo
direta ou indireta do presente membro de ligagdo especifica ou
de um parceiro de ligacdo especifica a este, a um marcador
detetével;

(b) outros reagentes; e

(c) orientacgdes para utilizacdo do referido estojo.

Mais especificamente, o estojo de teste de diagndstico
pode compreender:

(a) uma gquantidade conhecida do membro de ligacdo especifica
tal como descrito acima (ou um parceiro de ligagdo) geralmente
ligado a uma fase sdlida para formar um imunossorvente ou em
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alternativa, ligado a uma etiqueta adequada ou mais desses
produtos finais, etc. (ou seus parceiros de ligacd&o) um de
cada;

(b) se necesséario, outros reagentes; e

(c) orientacgdes para utilizacdo do referido estojo de teste.

Noutra variacdo, o estojo de teste pode ser preparado e
utilizado para os fins afirmados acima, o qual opera de acordo
com um protocolo predeterminado (p.ex., “competitivo”, “em

sanduiche”, “duplo anticorpo”, etc.) e compreende:

(a) um componente marcado que foi obtido através de conjugacéo
do membro de ligacdo especifica com um marcador detetédvel;

(b) um ou mais reagentes imunoquimicos adicionais dos guais
pelo menos um reagente € um ligando ou um ligando imobilizado,
cujo ligando é selecionado de entre o grupo que consiste em:

(i) um ligando capaz de se ligar ao componente marcado (a);

(ii) um ligando capaz de se ligar a um parceiro de ligacéo
do componente marcado (a);

(iii) wum ligando capaz de se ligar a pelo menos um dos
componentes a determinar; e

(iv) um ligando capaz de se ligar a pelo menos um dos
parceiros de 1ligacdo de pelo menos um dos componentes a
determinar; e

(c) orientacgdes para o desempenho de um protocolo para a
detecdo e/ou determinacdo de um ou mais componentes de uma
reacdo 1imunoquimica entre o EGFR, o membro de ligacgéo
especifica e um parceiro de ligacado especifica a este.

De acordo com o anterior, pode ser preparado um sistema
de ensaio para pesquisa de potenciais farmacos eficazes para
modular a atividade do EGFR, a expressao aberrante ou a
modificagdo pds-tradugdo do EGFR, e/ou a atividade ou ligacédo
do membro de ligacdo especifica. O recetor ou o membro de
ligagédo pode ser introduzido num sistema de teste e o farmaco
prospetivo pode também ser introduzido na cultura celular
resultante e a cultura examinada a partir dai para se observar
quaisquer alteracgdes na atividade em fase S das células,
devido a adicdo do férmaco prospetivo sozinho ou devido ao
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efeito de quantidades adicionadas do agente ou agentes
conhecidos.

Acidos Nucleicos

O presente invento proporciona ainda um &cido nucleico
isolado codificando um membro de 1ligagcdo especifica do
presente invento. Acido nucleico inclui ADN e ARN. Num aspeto
preferido, o presente invento proporciona um &acido nucleico
que codifica para um polipéptido do presente invento tal como
definido acima, incluindo um polipéptido tal como exposto como
residuos 115-123 de SEQ ID NO:2 ou 44-54, 68-83 e 115-123 de
SEQ ID NO:2, um polipéptido tal como exposto nos residuos 44-
54, 70-76 e 109-117 de SEQ ID NO:4 e os polipéptidos inteiros
de SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:4.

O presente invento proporciona também construcgdes na
forma de plasmideos, vetores, cassetes de transcricgdo ou
expressado que compreendem pelo menos um polinucledétido tal
como acima.

O presente invento proporciona também uma célula
hospedeira recombinante que compreende uma ou mais construcdes
tal como acima. Um &cido nucleico codificando qualquer membro
de ligacado especifica tal como proporcionado forma em si mesmo
um aspeto do presente invento, tal como o faz um método de
producdo do membro de ligacdo especifica cujo método
compreende a expressdo do 4&cido nucleico codificando para
este. A expressao pode ser convenientemente alcancada através
de cultura sob condigdes apropriadas de células hospedeiras
recombinantes contendo o &cido nucleico. Apds producgdo através
de expressdo um membro de ligacdo especifica pode ser isolado
e/ou purificado utilizando qualguer técnica adequada, depois
utilizado conforme apropriado.

Os membros de ligacdo especifica e moléculas de 4&cido
nucleico de codificacdo e vetores de acordo com o presente
invento podem ser proporcionados isolados e/ou purificados,
p.ex. a partir do seu ambiente natural, numa forma
substancialmente pura ou homogénea, ou, no caso de um acido
nucleico, livre ou substancialmente livre de Acidos nucleicos
ou genes de origem diferente dagquela da sequéncia codificando
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um polipéptido com a fungdo requerida. O &cido nucleico de
acordo com o presente invento pode compreender ADN ou ARN e
pode ser totalmente ou parcialmente sintético.

Os sistemas para clonagem e expressdao de um polipéptido
numa variedade de diferentes células hospedeiras sdo bem
conhecidos. Células hospedeiras adequadas incluem bactérias,
células de mamifero, 1levedura e sistemas de Dbaculovirus.
Linhas celulares de mamifero disponiveis na arte ©para
expressdo de um polipéptido heterdlogo incluem células de
ovario de hamster chinés, células Hela, células de rim de
hamster bebé, células de melanoma de ratinho NSO e muitas
outras. Um hospedeiro bacteriano preferido comum é E. coli.

A expressao de anticorpos e fragmentos de anticorpo em
células procaridéticas tais como E. coli estd bem estabelecida
na arte. Para uma revisao, ver por exemplo, Plickthun, A.
Bio/Technology 9: 545-551, 1991. A expressdo em células
eucaridéticas em cultura estd também disponivel aos peritos na
especialidade como uma opg¢do para produgao de um membro de
ligagdo especifica, para revisbdes recentes ver, por exemplo,
Raff, M.E., Curr. Opinion Biotech. 4: 573-576, 1993; Trill,
J.J. et al., Curr. Opinion Biotech. 6: 553-560, 1995.

Vetores adequados podem ser escolhidos ou construidos,
contendo sequéncias reguladoras apropriadas, incluindo
sequéncias promotoras, sequéncias terminadoras, sequéncias de
poliadenilagdo, sequéncias estimuladoras, genes marcadores e
outras sequéncias conforme apropriado. 0Os vetores podem ser
plasmideos, virais, p.ex. fagos ou fagemideos, conforme
apropriado. Para mails detalhes ver, por exemplo, “Molecular
Cloning: a Laboratory Manual”, 22 edicdo, Sambrook et al.,
1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muitas técnicas e
protocolos conhecidos para manipulacdo de &acido nucleico, por
exemplo na preparacdo de construgdes de 4Acido nucleico,
mutagénese, sequenciacdo, introducdo de ADN em células e
expressdo de genes, e andlise de proteinas, estdo descritos em
detalhe em “Short Protocols 1in Molecular Biology”, Segunda
Edicdo, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992.

Assim, outro aspeto do presente invento proporciona uma
célula hospedeira contendo um &cido nucleico tal como aqui
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divulgado. E aqui também divulgado um método compreendendo a
introdugdo de um tal &cido nucleico numa célula hospedeira. A
introducdo pode empregar qualquer técnica disponivel. Para

células eucaridticas, as técnicas adequadas pode incluir
transfeccéao com fosfato de calcio, DEAE-Dextrano,
electroporacao, transfeccao mediada por lipossomas e

transdugdo utilizando retrovirus ou outros virus, p.ex.,
vacinia ou, para células de inseto, baculovirus. Para células
bacterianas, técnicas adequadas podem incluir transformacdo
com cloreto de céalcio, electroporacédo e transfeccdo utilizando
bacteridéfagos.

A introducdo pode ser seguida por causar ou permitir a
expressdo do &cido nucleico, p.ex., através de cultura das
células hospedeiras sob condigdes para expressao do gene.

Numa concretizacdo, o &cido nucleico do presente invento
é integrado no genoma (p.ex., cromossoma) da célula
hospedeira. A integracdo pode ser promovida através da
inclusdo de sequéncias gque promovam a recombinagcdo com ©
genoma, de acordo com técnicas padréo.

O presente invento proporciona também um método que
compreende a utilizacdo de uma construcdo tal como afirmado
acima num sistema de expressao para expressar um membro de
ligacgédo especifica ou polipéptido tal como acima.

Tal como afirmado acima, o presente invento também se
refere a uma molécula de ADN recombinante ou gene clonado ou
uma sua variante degenerada, que codifique um membro de
ligagdo especifica, ©particularmente anticorpo ou um seu
fragmento, que possua uma sequéncia de aminocdcidos exposta em
SEQ ID NO:2 e/ou SEQ ID NO:4; de preferéncia uma molécula de
4dcido nucleico, em particular uma molécula de ADN recombinante
ou gene clonado, codificando o membro de ligac¢&o ou anticorpo
como sequéncia nucleotidica ou seja complementar a uma
sequéncia de ADN proporcionada em SEQ ID NO:1 e/ou SEQ 1ID
NO: 3.

Outra caracteristica deste invento €& a expressdo das
sequéncias de ADN tal como aqui divulgada. Tal como € bem
conhecido na arte, as sequéncias de ADN podem ser expressas
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ligando—-as operativamente a uma sequéncia de controlo da
expressao num vetor de expressido apropriado e empregando esse
vetor de expressdo para transformar um hospedeiro unicelular

apropriado.

Tal 1ligagédo operativa de uma sequéncia de ADN deste
invento a uma sequéncia de controlo da expressdo, inclui,
claro, se néado fizer j& parte da sequéncia de ADN, a condicéo
de um coddo de iniciacdo, ATG, no enquadramento de leitura
correto a montante da sequéncia de ADN.

Pode ser empregue uma ampla variedade de combinacdes
hospedeiro/vetor de expressdo na expressdo das sequéncias de
ADN deste invento. Vetores de expressao uteis podem, por
exemplo, consistir em segmentos de sequéncias de  ADN
cromossoémicas, nao cromossoémicas e sintéticas. Vetores
adequados incluem derivados de SV40 e plasmideos bacterianos
conhecidos, p.ex., plasmideos de E. coli col El, pCR1l, pBR322,
PMBY9 e seus derivados, plasmideos tais como RP4; ADN féagicos,
p.ex., 0s numerosos derivados do fago , p.ex., NM989 e outro
ADN fégico, p.ex., M13 e ADN fagico filamentoso de cadeia
simples; plasmideos de levedura tais como o plasmideo 2u ou
seus derivados; vetores Uteils em células eucaridticas, tais
como vetores uUteis em células de inseto ou de mamifero;
vetores derivados de combinacdes de plasmideos e ADN fagicos,
tais como plasmideos que foram modificados para empregar ADN
fadgico ou outras sequéncias de controlo da expressio; e
semelhantes.

Qualquer um de uma ampla variedade de sequéncias de
controlo da expressdo - sequéncias gque controlam a expressao
de uma sequéncia de ADN operativamente ligada a ela - pode ser
utilizada nestes vetores para expressar as sequéncias de ADN
deste invento. Tais sequéncias de controlo da expressdo uteis
incluem, por exemplo, o0s promotores inicial ou tardio de SV40,
CMV, vacinia, polioma ou adenovirus, o sistema lac, o sistema
trp, ©o sistema TAC, o sistema TRC, o sistema LTR, o operador
principal e as regides promotoras do fago , as regibdes de
controlo da proteina de revestimento fd, o promotor para a
3-fosfoglicerato—-quinase ou outras enzimas glicoliticas, os
promotores da fosfatase 4cida (p.ex., Phob), os promotores dos
fatores de conjugacao de levedura e outras sequéncias qgue se
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saiba controlarem a expressao dos genes de células
procaridéticas ou eucaridticas ou dos seus virus e suas
combinacgdes.

Uma ampla variedade de células hospedeiras unicelulares é
também Util na expressdo das sequéncias de ADN deste invento.
Estes hospedeiros podem incluir hospedeiros eucaridticos e
procaridéticos bem conhecidos, tais como estirpes de E. coli,
Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, fungos tais como
leveduras, e células animais, tails como células CHO, YB/20,
NSO, SP2/0, R1.1, B-W e L-M, células do rim de Macaco Verde
Africano (p.ex., COS1l, COS7, BSCl, BSC40 e BMT10), células de
inseto (p.ex., Sf9) e células humanas e células vegetais em
cultura de tecidos.

Entender-se-4 que nem todos o0s vetores, sequéncias de
controlo da expressao e hospedeiros funcionardo igualmente
para expressar as sequéncias de ADN deste invento. Nem todos
0s hospedeiros funcionardo igualmente bem com o0 mesmo sistema
de expressao. No entanto, um perito na especialidade sera
capaz de selecionar os vetores apropriados, as sequéncias de
controlo da expressao e 0s hospedeiros sem demasiada
experimentagdo para alcangar a expressao desejada sem sair do
dmbito deste invento. Por exemplo, ao selecionar um vetor, o
hospedeiro tem de ser considerado porque o vetor tem de
funcionar nele. O nuUmero de cdépias do vetor, a capacidade para
controlar esse numero de cdpias e a expressdo de qguaisquer
outras proteinas codificadas pelo vetor, tais como marcadores
antibidéticos, serdo também considerados.

Ao selecionar uma sequéncia de controlo da expressao,
serd normalmente considerada uma variedade de fatores. Estes
incluem, por exemplo, a forga relativa do sistema, a sua
possibilidade de controlo e a sua compatibilidade com a
sequéncia de ADN ou gene particular a expressar,

particularmente em relacao a potenciais estruturas
secunddrias. 0Os hospedeiros unicelulares adequados seréo
selecionados através de consideracao, p.ex., da sua
compatibilidade com o) vetor escolhido, das suas

caracteristicas de secrecdo, da sua capacidade para dobrar
proteinas corretamente e dos seus requisitos de fermentacéo,
bem como a toxicidade para o hospedeiro do produto codificado
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pelas sequéncias de ADN a expressar e a facilidade de
purificacdo dos produtos de expressao.

Considerando estes e outros fatores um perito na
especialidade serd capaz de construir uma variedade de
combinacgdbes vetor/sequéncia de controlo da
expressdo/hospedeiro que expressardo as sequéncias de ADN
deste invento em fermentacdo ou em cultura de tecidos de larga
escala.

Pretende-se ainda gue andlogos dos membros de ligacéao
especifica possam ser preparados a partir de sequéncias
nucleotidicas do complexo/subunidade proteico derivado dentro
do admbito do presente invento. Andlogos, tais como fragmentos,
podem ser produzidos, por exemplo, através de digestdo com
pepsina do material do membro de ligacdo especifica. Outros
andlogos, tais como muteinas, podem ser produzidos através de
mutagénese dirigida ao local das sequéncias de codificacgao dos
membros de ligagédo especifica. Os andlogos exibindo “atividade
de membro de ligacdo especifica” tais como peguenas moléculas,
funcionando como promotores ou inibidores, podem ser
identificados através de ensaios 1in vivo e/ou in vVitro
conhecidos.

Tal como mencionado acima, uma sequéncia de ADN
codificando um membro de ligacdo especifica pode ser preparada
sinteticamente em vez de clonada. A sequéncia de ADN pode ser
desenhada com o0s coddes apropriados para a sequéncia de
aminocadcidos do membro de ligagdo especifica. Em geral,
selecionar-se-ao codbes preferidos para o) hospedeiro
pretendido se a sequéncia for wutilizada para expressdo. A
sequéncia completa ¢ montada a partir de oligonucledtidos
sobreponiveis preparados através de métodos padrdo e montada
numa sequéncia de codificag¢do completa. Ver, p.ex., Edge,
Nature 292: 756, 1981; Nambair et al., Science 223: 1299,

1984; Jay et al., J. Biol. Chem. 259: 6311, 1984.

As sequéncias de ADN sintéticas permitem uma construcdo
conveniente de genes que expressarao analogos ou “muteinas”
dos membros de ligacdo especifica. Alternativamente, o ADN
codificando muteinas pode ser feito através de mutagénese
dirigida ao local de genes nativos dos membros de ligacéo
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especifica ou de ADNc e as muteinas podem ser feitas
diretamente utilizando sintese convencional de polipéptidos.

Um método geral para incorporacédo especifica do local de
aminodcidos nao naturais em proteinas é descrito em
Christopher J. Noren, Spencer J. Anthony-Cahill, Michael C.
Griffith, Peter G. Schultz, Science 244: 182-188, Abril de
1989. Este método pode ser utilizado para criar andlogos com

aminoadcidos ndo naturais.

A  presente divulgacao estende-se a preparacgéo de
oligonucledétidos anti-sentido e ribozimas que podem ser
utilizados para interferir na expressdao do EGFR ao nivel da
traducédo. Esta abordagem utiliza &cido nucleico anti-sentido e
ribozimas para bloquear a traducé&o de um ARNm especifico,
mascarando esse ARNm com um A&acido nucleico anti-sentido ou
clivando-o com uma ribozima.

Acidos nucleicos anti-sentido s&o moléculas de ADN ou ARN
que sao complementares a pelo menos uma porcdo de uma molécula
de ARNm especifica (ver Weintraub, 1990; Marcus-Sekura, 1988).
Na célula, hibridam com esse ARNm, formando uma molécula de
cadeia dupla. A célula né&o traduz um ARNm nesta forma de
cadeia dupla. Por essa razao, os acidos nucleicos anti-sentido
interferem com a expressao do ARNm em proteina. Oligdémeros de
cerca de quinze nucledétidos e moléculas que hibridam com o
codédo de iniciacdo AUG serao particularmente eficientes, uma
vez que sdo féceis de sintetizar e é provadvel gue cologuem
menos problemas que moléculas maiores gquando s&do introduzidas
nas células produtoras. Métodos anti-sentido foram utilizados
para inibir a expressdo de muitos genes 1in vitro (Marcus-—
Sekura, 1988; Hambor et al., 1988).

As ribozimas s&o moléculas de ARN possuindo a capacidade
para clivar especificamente outras moléculas de ARN de cadeia
simples de uma maneira de algum modo andloga as endonucleases
de restricdo de ADN. As ribozimas foram descobertas a partir
da observacdo de que certos ARNm tém a capacidade para excisar
0s seus préprios intrdes. Ao modificar a sequéncia
nucleotidica destes ARN, o0s investigadores foram capazes de
conceber moléculas que reconhecem sequéncias nucleotidicas
especificas numa molécula de ARN e a clivam (Cech, 1988).
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Porque s&o especificos da sequéncia, apenas o0s ARNm com
determinadas sequéncias sao inactivados.

Os investigadores identificaram dois tipos de ribozimas,
o0 tipo Tetrahymena e o tipo “cabeca-de-martelo” (Hasselhoff e
Gerlach, 1988). As ribozimas do tipo Tetrahymena reconhecem
sequéncias de guatro bases, enquanto as do tipo “cabeca-de-
martelo” reconhecem sequéncias de onze a dezoito bases. Quanto
maior a sequéncia de reconhecimento, mais provavel ¢é que
ocorra exclusivamente na espécie de ARNm alvo. Por essa razao,
as ribozimas do tipo cabeca-de-martelo s&o preferiveis as
ribozimas do tipo Tetrahymena para inactivacdo de uma espécie
de ARNm especifica e sequéncias de reconhecimento de dezoito
bases sdo preferiveis a sequéncias de reconhecimento mais

curtas.

As sequéncias de ADN tal como aqui descritas podem assim
ser utilizadas para preparar moléculas anti-sentido contra, e
ribozimas que clivam, ARNm para EGFR e seus ligandos.

O presente invento pode ser melhor compreendido através
de referéncia aos seguintes Exemplos ndo limitantes, gue séao
proporcionados como exemplares do presente invento.

EXEMPLO 1
ISOLAMENTO DE ANTICORPOS
MATERIAIS

Linhas celulares

Para imunizagdo e anadlises de -especificidade, foram
utilizadas varias linhas celulares, nativas ou transfectadas
com o gene normal, de tipo selvagem ou “WwtEGFR” ou o gene

EGFR possuindo a mutdo de delecéo -2: linha celular de
fibroblastos de murideo NR6, NR6 merr(transfectada com EGFR)
e  NRO6wtrcrr (transfectada com WwtEGFR), linha celular de
glioblastoma humano U87MG (expressando niveis baixos de wtEGER
enddgeno) , U8 7MGytrcrr (transfectada com WwWtEGFR), UB87MG  Eerr
(transfectada com EGFR) e 1linha celular de carcinoma de
células escamosas humano A431 (expressando niveis elevados de
wtEGFR) [38]. As linhas celulares e transfeccgdbes foram
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descritas anteriormente (Nishikawa R., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 91(16): 7727-7731, 1994).

A linha celular de astrocitoma U87MG (20), que expressa
endogenamente niveis baixos de EGFR wt, foi infetada com um
retrovirus contendo o EGFR de2-7 para produzir a linha celular
U87MG. 2=7 (10). A linha celular transfectada U87MG.wtEGFR foi
produzida tal como descrito em Nagane et al., 1996 (Cancer
Res. b56: 5079-5086). Engquanto as células U87MG expressam
aproximadamente 1x10° EGFR, as células U87MG.wtEGFR expressam
aproximadamente 1x10% EGFR e assim imitam a situacdo observada
com a amplificacdo do gene.

As células A431 de carcinoma escamoso humano foram
obtidas em ATCC (Rockville, MD). Todas as 1linhas celulares
foram cultivadas em DMEM/F-12 com GlutaMAX™ (Life
Technologies, Melbourne, Austrdlia) suplementado com FCS a 10%
(CSL, Melbourne, Austréalia).

Reagentes

Os péptidos de Jjuncdo Unicos biotinilados (Biotina-
LEEKKGNYVVTDH (SEQ ID NO:5) e LEEKKGNYVVIDH-Biotina (SEQ 1ID
NO:6)) de EGFR de2-7 foram sintetizados através de qguimica
Fmoc padrdo e a pureza (>96%) fol determinada através de HPLC
de fase inversa e andlise espectral de massa (Auspep,
Melbourne, Australia).

Anticorpos utilizados nos estudos

Para comparar as nossas descobertas com outros reagentes,
foram incluidos mAb adicionais nos nossos estudos. Estes
reagentes foram mAb 528 para o wtEGFR (Sato, J.D. et al., Mol.
Biol. Med. 1(5): 511-529, 1983) e DH8.3, que foil gerado contra
um péptido sintético abrangendo a sequéncia de Jjuncédo da
mutacao de delecéo 2-7 de EGFR. O anticorpo DH8.3 (IgGl) foi
descrito anteriormente (Hills et al., Int. J. Cancer 63(4):
537-543, 1995) e foil obtido apds imunizacdo de ratinhos com o
péptido de Jjungdo uUnico encontrado em EGFR de2-7 (16). O
anticorpo 528, que reconhece tanto de2-7 como o EGFR de tipo
selvagem, foi descrito anteriormente (21) e foi produzido na
Biological Production Facility (Ludwig Institute for Cancer
Research, Melbourne) utilizando um hibridoma obtido em ATCC
HB-8509. SC-03 é um anticorpo policlonal de coelho purificado
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por afinidade criado contra um péptido carboxi-terminal do
EGFR (Santa Cruz Biotechnology Inc.).

GERACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

A linha de fibroblastos de murideo NR6 werrfol utilizada
como 1imunogénio. Foram gerados hibridomas de ratinho através
de imunizagdo de ratinhos Balb/c cinco vezes subcutaneamente
em intervalos de 2 a 3 semanas, com 5x105-2x10% células em
adjuvante. O adjuvante completo de Freund foi utilizado para a
primeira injecdo. A partir dai, foi wutilizado adjuvante
incompleto de Freund (Difco). Células de bago de ratinhos
imunizados foram fundidas com a linha celular de mieloma de
ratinho SP2/0. Os sobrenadantes dos <clones recentemente
gerados foram pesquisados em ensaios de hemoadsorgdo quanto a
reatividade com a linha celular NR6, NRGwtzecrr € NR6 gerr €
depois analisados através de ensaios de hemoadsorgdo com as
linhas celulares de glioblastoma humano U87MG, U87MGutrerr €
U87MG =reer Os sobrenadantes dos hibridomas selecionados foram
subsequentemente testados através de Western blotting e melhor
analisados através imuno-histoquimica. Os mAb recentemente
gerados mostrando o padrdao de reatividade -esperado foram
purificados.

Cinco hibridomas foram estabelecidos e trés, clones 124
(IgG2a), 806 (IgG2b) e 1133 (IgG2a), foram selecionados para
melhor caracterizacdo com base no elevado titulo com NR6 gmerse
baixo fundo em células NR6 e NRbwtecrr  NO ensaio de
hemaglutinac¢do. Numa andlise de hemaglutinacdo subsequente,
estes anticorpos nao mostraram reatividade (sobrenadante néo
diluido <£10%) com a 1linha celular de glioblastoma humano
nativa U87MG e U87MGutrerr, mas foram fortemente reativos com
U87MG geyr menor reatividade foi observada com A431. Em
contraste, em andlise FACS, 806 ndo foi reativo com U87MG
nativa e corou intensamente U87MG gerr € nuUmM menor grau
U8 7MGytecrr indicando ligacdo de 806 a ambos EGFR e wtEGFR (ver
abaixo) .

Em ensaios Western blot, os mAb 124, 806 e 1133 foram
entdo analisados quanto a reatividade com WwtEGFR e EGFR.
Lisados de detergente foram extraidos de NR6 geyr US87MG  gmerdoem
como de A431. Todos o0s trés mAb mostraram um padrdo de
reatividade semelhante com lisados celulares corando tanto a



EP 2 163 256/PT

81
proteina wtEGFR (170 kDa) como EGFR (140 kDa). Como reagente
de referéncia, o mAb R.I gue se sabe ser reativo com o wtEGFR
(Waterfield M.D. et al., J. Cell Biochem. 20(2): 149-161,

1982) foi utilizado em vez do mAb 528, que se sabe ser nao
reativo em andlise Western blot. O mAb R.I mostrou reatividade
com wtEGFR e EGFR. Todos os trés clones recentemente gerados
mostraram reatividade com EGFR e menos intensa com wtEGFR.
DH8.3 foi positivo apenas no lisado de U887MG gere NR6  merr

A andlise imuno-histoquimica dos clones 124, 806 e 1133
bem como do mAb 528 e do mAb DH8.3 nos tumores de xenoenxerto
U87MG, U87MG grerre A431 € mostrada na Tabela 1. Todos os mAb
mostraram forte coloracdo do xenoenxerto U8T7MG weer Apenas o
mAb 528 mostrou uma fraca reatividade no xenoenxerto U8TMG
nativo. Em xenoenxertos A431, o mAb 528 mostrou forte
reatividade homogénea. Os mAb 124, 806 e 1133 revelaram
reatividade principalmente com as células localizadas
basalmente do carcinoma de células escamosas de A431 e nao
reagiram com as camadas celulares superiores ou a componente

queratinizante. DH8.3 foi negativo em xenoenxertos A431.

TABELA 1
Andlise Imuno-histoquimica dos Anticorpos 528, DH8.3 e 124,
806 e 1133
mAb xenoenxerto|xenoenxerto A431 xenoenxerto U8TMG
AUB8TMG  gerr (nativo)
528 PoSs. pPos. pos. (coloracao
focal)
mAb-124 |pos. pos. (predominantemente|-
células basais)
mAb-806 |pos. pos. (predominantemente |-
células basais)
mAb-1133 |pos. pos. predominantemente |-
(células basais)
DHS8.3 pPos. - -

Coloragédo minima do estroma devido a detegdo de anticorpos enddgenos
de ratinho

EXEMPLO 2

LIGAQKO DOS ANTICORPOS A LINHAS CELULARES POR FACS

Para determinar a especificidades do mAb 806, a sua
ligagdo as células U87MG, U87MG. 2-7 e UBTMG.wtEGFR foi
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analisada através de separacdo de células ativada por fluxo
(FACS) . Resumidamente, as células foram marcadas com O
anticorpo relevante (10 pg/ml) seguido de IgG de cabra anti-
ratinho conjugado com fluoresceina (diluigdo 1:100; Calbiochem
San Diego, USA). 0Os dados de FACS foram obtidos num Coulter
Fpics Elite ESP através da observacdo de um minimo de
5000 eventos e analisados wutilizando EXPO (versdao 2) para
Windows. Foi incluido um IgG2b irrelevante como controlo do
isotipo para mAb 806 e o anticorpo 528 foi incluido uma vez
que reconhece tanto o EGFR de2-7 como wt.

Apenas o anticorpo 528 foi capaz de corar a linha celular
parental U87MG (Figura 1) consistente com relatdérios
anteriores demonstrando que estas células expressam o EGFR wt
(Nishikawa et al. 1994). O mAb 806 e DH8.3 tiveram niveis de
ligacgdo semelhantes aos do anticorpo de controlo, demonstrando
claramente qgue eram incapazes de se ligar ao recetor wt
(Figura 1). A ligacgdo do anticorpo de controlo do isotipo a
células U8TMG. 2-7 e UB8TMG.wtEGFR foi semelhante a observada
para as células U8TMG.

O mAb 806 corou as células U87MG. 2-7 e U8TMG.wtEGFR,
indicando que o mAb 806 reconhece especificamente o EGFR de2-7
e o EGFR amplificado (Figura 1). O anticorpo DH8.3 corou
células U87TMG. 2-7, confirmando que o) anticorpo DHS8.3
reconhece especificamente o EGFR de2-7 (Figura 1). Tal como
esperado, o anticorpo 528 corou tanto a linha celular
U87MG. 2-7 como U87MG.wtEGFRFigura 1). Tal como esperado, O
anticorpo 528 corou U8T7MG. 2-7 com uma intensidade maior que a
célula parental uma vez que se liga tanto aos recetores de2-7
como aos de tipo selvagem que s&o0 co-expressos nestas células
(Figura 1). Foram obtidos resultados semelhantes utilizando
uma hemoadsorc¢do mista de proteina A que deteta IgG ligada a
superficie através do aparecimento de proteina A revestida com
glébulos vermelhos humanos (grupo O0O) a células alvo. O
anticorpo monoclonal 806 foi reativo com células U8TMG. -2
mas nao mostrou reatividade significativa (sobrenadante néao
diluido inferior a 10%) com U87MG que expressa EGFR de tipo
selvagem.
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EXEMPLO 3
LIGAQAO DOS ANTICORPOS EM ENSAIOS

Para melhor caracterizar a especificidade do mAb 806 e do
anticorpo DH8.3, a sua ligagdo foi examinada através de ELISA.
Foram wutilizados dois tipos de ELISA para determinar a
especificidade dos anticorpos. No primeiro ensaio, as placas
foram revestidas com SEGFR (10 ug/ml em tampdo carbonato
0,1 M, pH 9,2) durante 2 h e depois bloqueadas com albumina de
soro humano (HSA) a 2% em PBS. sEGFR é o dominio extracelular
recombinante (aminodcidos 1-621) do EGFR de tipo selvagem) e
foi produzido tal como anteriormente descrito (22) . Os
anticorpos foram adicionados a ©pogos em triplicado a
concentracdo crescente em HSA a 2% em solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS). O anticorpo ligado foi detetado através de
anti-IgG de ratinho de ovelha conjugado com peroxidase de
rabano (Silenus, Melbourne, Austréalia) utilizando ABTS (Sigma,
Sydney, Austrdlia) como substrato e a absorvéncia foi medida a
405 nm.

Tanto o mAb 806 como o anticorpo 528 apresentaram curvas
de dependéncia da dose e de saturacdo da ligacdo para o sSEGFR
de tipo selvagem imobilizado (Figura 2A). Uma vez que O
péptido de Jjuncé&o unico encontrado no EGFR de2-7 ndo esté
contido dentro do sEGFR, o mAb 806 tem que se estar a ligar a
um epitopo situado dentro da sequéncia do EGFR de tipo
selvagem. A ligagdo do anticorpo 528 foi inferior a observada
para o mAb 806. Tal como esperado o anticorpo DH8.3 nao se
ligou ao SEGFR de tipo selvagem mesmo a concentragbes até
10 pg/ml (Figura 2A). Embora o SEGFR em solugdo inibisse a
ligacdo do anticorpo 528 ao sEGFR imobilizado de um modo
dependente da dose, foi incapaz de inibir a ligacdo de mAb 806
(Figura 2B). Isto sugere que o mAb 806 se pode ligar apenas ao
EGFR de tipo selvagem uma vez imobilizado em placas de ELISA,
um processo que pode induzir alteracdes conformacionais. Foram
observados resultados semelhantes wutilizando um BIAcore no
qual o mAb 806 se ligou a sEGFR imobilizado mas o mAb 806
imobilizado né&o foil capaz de se ligar a sSEGFR em solucgéao
(dados nao mostrados). O anticorpo DH8.3 exibiu dependéncia da
dose e ligacdo saturavel ao péptido unico de EGFR de2-7
(Figura 2C).
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Num segundo ensaio, o) péptido de2-17 biotinilado
especifico (Biotina-LEEKKGNYVVTDH (SEQ ID NO:5)) 1ligou-se a

placas de ELISA pré-revestidas com estreptavidina (Pierce,
Rockford, Illinois). Os anticorpos foram ligados e detetados
tal como no primeiro ensaio. Nem o mAb 806 nem o anticorpo 528
se ligaram ao péptido, mesmo a concentragdes mais elevadas que
as utilizadas para obter saturacdo da ligacdo de DH8.3,
indicando também que o mAb 806 n&o reconhece um determinante
de epitopo dentro deste péptido.

Para mais bem demonstrar que o mAb 806 reconhece um
epitopo distinto do ©péptido de Juncdo, foram efetuadas
experiéncias adicionais. 0 péptido de2-7 C-terminal
biotinilado (LEEKKGNYVVTDH-Biotina (SEQ ID NO:6)) foi
utilizado em estudos com mAb806 e mAb L8A4, gerados contra o
péptido de2-7 (Reist, C.J. et al., Cancer Res. 55(19): 4375-
4382, 1995; Foulon, C.F. et al., Cancer Res. 60(16): 4453-
4460, 2000).

Reagentes utilizados em Estudos de Péptidos:

Péptido de juncdo: LEEKKGNYVVTDH-OH (Biosource, Camarillo, CA);
Péptido C: LEEKKGNYVVTDH (K-Biot)-OH (Biosource, Camarillo, CA);

SEGFR: dominio extracelular recombinante soluvel derivado de
células CHO (aa 1-621) do EGFR de tipo selvagem (LICR Melbourne);

mAb 806: anticorpo monoclonal de ratinho, IgGz, (LICR NYB);
mAb L8A4: anticorpo monoclonal de ratinho, IgG: (Duke University);
mAb de controlo do isotipo IgGi;

mAb de controlo do isotipo IgGygs.

O péptido C foi dimobilizado num chip microssensor de
Estreptavidina a uma densidade superficial de 350 RU
(+ 30 RU). Foram testadas diluicdes em série dos mAb quanto a
reatividade com o péptido. Foram efetuadas experiéncias de
blogueio utilizando péptido ndo biotinilado para avaliar a
especificidade.

O mAb L824 mostrou forte reatividade com o Péptido C
mesmo a baixas concentracgdes de anticorpo (6,25 nM)
(Figura 2D). O mAb 806 ndo mostrou reatividade especifica
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detetdvel com o péptido C até as concentracgdes de anticorpo de
100 nM (maior concentragdo testada) (Figuras 2D e 2E).
Esperava-se gque o mAb L8A4 reagisse com o Péptido C porque o
péptido foi utilizado como imunogénio na geracdo do mAb L8A4.
A adicdo do Péptido de Juncdo (ndo biotinilado, 50 ug/ml)
bloqueia completamente a reatividade do mAb L8A4 com o Péptido
C, confirmando a especificidade do anticorpo para o epitopo do
péptido de Jjuncéo.

Num segundo conjunto de experiéncias BIAcore, sSEGFR foi
imobilizado num chip microssensor CM a uma densidade
superficial de ~4000 RU. As diluicdes em série dos mAb foram
testadas quanto a reatividade com SEGFR.

O mAb 806 foi fortemente reativo com sSEGFR desnaturado ao
mesmo tempo que o mAb L8A4 ndo reagiu com sEGFR desnaturado. A
reatividade do mAb 806 com o SEGFR desnaturado diminui com
concentracdes decrescentes do anticorpo. Esperava-se que o mAb
L8A4 nao reagisse com SEGFR porque o mAb L8A4 foi gerado
utilizando o péptido de Jjuncdo como imunogénio e SsSEGFR néo
contém o péptido de juncéo.

Foram também efetuadas experiéncias de coloracéo
imunitdria dot blot. Diluicbes em série do péptido foram
aplicadas a 0,5 pl sobre membranas de PVDF ou nitrocelulose.
As membranas foram bloqueadas com BSA a 2% em PBS e depois
sondadas com os anticorpos 806, L8A4, DHB8.3 e de controlo. Os
anticorpos L8R4 e DH8.3 ligaram-se ao péptido nas membranas
(dados né&o mostrados). O Mab806 ndo se ligou ao péptido nas
concentracdes em que o L8A4 mostrou claramente ligacdo (dados
ndo mostrados). Os anticorpos de controlo foram também
negativos quanto a ligacgdo ao péptido.

O mAb 806 ligou-se a WLEGFR em lisados celulares apds
imunomarcagdo (resultados ndo mostrados). Isto é diferente dos
resultados obtidos com anticorpo DH8.3, que reagiu com EGFR
de2-7 mas nao com wtEGFR. Assim, o mAb 806 pode reconhecer o
wtEGFR apds desnaturacdo mas ndo quando o recetor estd no seu
estado natural a superficie celular.
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EXEMPLO 4
ANALISE SCATCHARD

Foi efetuada uma andlise Scatchard utilizando células

U87MG. 2-7 apds corregcdo para a imunorreatividade para
determinar a afinidade ©relativa de <cada anticorpo. Os
anticorpos foram marcados com 1251 (Amrad, Melbourne,
Australia) através do método da cloramina T e a

imunorreatividade foi determinada através de ensaio de Lindmo

(23) . Todos os ensaios de ligagcdo foram efetuados em HSA a
1%/PBS em 1-2x10° células U87MG. 2-7 ou A431 wvivas durante

90 min a 4°C com rotacdo suave. Foil utilizada uma concentracéo
estabelecida de 10 ng/ml de anticorpo marcado com 125 na
presencga de concentracdes crescentes do anticorpo ndo marcado
apropriado. A ligagdo ndo especifica foi determinada na
presenca de um excesso de 10000 vezes de anticorpo nao
marcado. Apds a incubacdo estar completa, as células foram
lavadas e contadas gquanto a anticorpo marcado com 1?°I ligado
utilizando um contador gama COBRA II (Packard Instrument
Company, Meriden, USA).

Tanto o anticorpo mAb 806 como DH8.3 mantiveram uma
elevada imunorreatividade quando iodados que foi tipicamente
superior a 90% para o mAb 806 e 45-50% para o anticorpo DHS8.3.
O mAb 806 teve uma afinidade para o recetor EGFR de2-7 de
1,1x102 Ml enquanto a afinidade do DH8.3 foi umas 10 vezes
inferior a 1,0x10% M1, Nem o mAb 806 radiomarcado com 125I nem
o anticorpo DH8.3 radiomarcado com '?°T se ligaram as células
U87MG parentais. 0 mAb 806 reconheceu uma média de
2,4x10% locais de ligacdo por célula com o anticorpo DH8.3 a
ligar-se a uma média de 5,2x10° locais. Assim, houve ndo sd
uma boa concordancia no numero de recetores entre 0s
anticorpos como também com um relatdédrio anterior mostrando
2,5x10% recetores de2-7 por célula medidos através de um
anticorpo especifico de EGFR de2-7 na mesma linha
celular (25).

EXEMPLO 5
INTERNALIZAQAO DOS ANTICORPOS POR CELULAS U87MG. 2-17

A taxa de internalizacdo do anticorpo apds ligacdo a uma
célula alvo influencia tanto as suas propriedades de



EP 2 163 256/PT
87

direcionamento para o tumor como as opc¢des terapéuticas.
Consequentemente, os inventores examinaram através de FACS a
internalizacdo do mAb 806 e do anticorpo DH8.3 apds ligacédo a
células U8TMG. -42. As células U87MG. -4 foram incubadas com
mAb 806 ou o anticorpo DH8.3 (10 pg/ml) durante 1 h em DMEM a
4°C., Apds lavagem, as células foram transferidas para DMEM
pré-aquecido a 37eC e foram tomadas aligquotas a varios
momentos apds incubacdo a 37¢C. A internalizacdo foi parada
lavando imediatamente as aliquotas em tampdo de lavagem gelado
(HSA a 1%/PBS). Ao completar o tempo as células foram coradas
através de FACS tal como descrito acima. A percentagem de
internalizacéo foi calculada através de comparacgao da
coloracdo da superficie com anticorpo a varios momentos em
relagdo ao momento zero utilizando a férmula: percentagem de
anticorpo internalizado = (fluorescéncia média no tempo X
fluorescéncia de fundo)/(fluorescéncia média no tempo 0 -
fluorescéncia de fundo)x100. Este método foi wvalidado num
ensaio utilizando um anticorpo iodado (mAb 806) para medir a
internalizacdo tal como anteriormente descrito (24) . As
diferengcas na velocidade de internalizacdo em diferentes
momentos foram comparadas utilizando o teste t de Student.

Ambos 0s anticorpos mostraram uma internalizacéo
relativamente rédpida atingindo niveis estdveis aos 10 min para
o mAb 806 e aos 30 min para DH8.3 (Figura 3). A internalizacao
de DH8.3 foi significativamente maior tanto em termos de
velocidade (80,5% de DH8.3 internalizado aos 10 min em
comparagdao com 36,8% para mAb 806, p<0,01) como de gquantidade
total internalizada aos 60 min (93,5% versus 30,4%, p<0,001).
O mAb 806 mostrou niveis de 1internalizacdo ligeiramente
inferiores aos 30 e 60 min em comparacdo com os 20 min em
todos os 4 ensaios efetuados (Figura 3). Estes resultado foi
também confirmado wutilizando um ensaio de internalizacéo
baseado em mAb 806 iodado.

EXEMPLO 6

ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DA INTERNALIZAQAO DO
ANTICORPO

Dada a diferenca acima observada nas velocidades de

internalizacdo entre os anticorpos, foi efetuada uma anédlise



EP 2 163 256/PT
88

detalhada do trafico intracelular do anticorpo utilizando
microscopia eletrdnica.

Células UB8TMG. -4 foram criadas em ladminas de cémaras
revestidas com gelatina (Nunc, Naperville, 1IL) até 80% de
confluéncia e depois lavadas com DMEM gelado. As células foram
entdo 1incubadas com mAb 806 ou o anticorpo DH8.3 em DMEM
durante 45 min a 4°C. Apds lavagem, as células foram incubadas
durante mais 30 min com anti-IgG de ratinho conjugado com ouro
(particulas de 20 nm) (BBInternational, Cardiff, UK) a 4°C.
Apds outra lavagem, foil adicionado as células DMEM/FCS a 10%
pré-aquecido, e foram incubadas a 372C durante varios tempos
de 1-60 min. A internalizacdo do anticorpo foi parada através
de meio gelado e as células fixadas com glutaraldeido a 2,5%
em PBS/HSA a 0,1% e depois pds—-fixadas em tetra-é6xido de dsmio
a 2,5%. BApds desidratacdo através de uma série gradual de
acetona, as amostras foram impregnadas em resina
Epon/Araldite, cortadas como secgoes ultrafinas com um
micrétomo Reichert Ultracut-S (Leica) e colhidas em redes de
niquel. As secg¢des foram coradas com acetato de uranilo e
citrato de chumbo antes de serem observadas num microscédpio
eletrénico de transmissdo Philips CM12 a 80 kV. A andlise
estatistica dos grdos de ouro contidos dentro das depressdes
revestidas foil efetuada utilizando um teste de Qui quadrado.

Ao mesmo tempo que o anticorpo DH8.3 era internalizado
predominantemente através das depressdes revestidas, o mAb 806
parecia ser internalizado através de macropinocitose
(Figura 19). De facto, uma andlise detalhada de 32 depressdes
revestidas formadas em células incubadas com mAb 806 revelou
que nenhuma delas continha anticorpo. Em contraste, cerca de
20% de todas as depressdes revestidas de células incubadas com
DH8.3 eram positivos para o anticorpo, com varias contendo
multiplos gré&os de ouro. Uma andlise estatistica do numero
total de grdos de ouro contidos dentro das depressdes
revestidas verificou que a diferenca era altamente
significativa (p<0,01). Apdés 20-30 min ambos os anticorpos
podiam ser observados em estruturas que morfologicamente se
assemelham a lisossomas. A presenca de restos celulares dentro
destas estruturas foi também consistente com a sua natureza de
lisossoma.
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EXEMPLO 7

BIODISTRIBUIQAO DE ANTICORPOS EM RATINHOS NUS POSSUINDO
TUMORES

A Dbiodistribuicdo de mAb 806 e do anticorpo DH8.3 foi
comparada em ratinhos nus contendo xenocenxertos U87MG num lado
e xenoenxertos U87MG. 2-7 do outro. Foi escolhido um periodo
de tempo relativamente curto para este estudo uma vez que um
relatdério anterior demonstrou que o anticorpo DH8.3 mostra
niveis de pico de direcionamento para os tumores entre as 4-24
h (16).

Xenoenxertos tumorais foram estabelecidos em ratinhos nus
Balb/c através de injecdo s.c. de 3x10% células U8T7MG,
U87MG. 2=7 ou A431. A expressao de EGFR de2-7 em xenoenxertos
U87MG. 2-7 permaneceu estéavel ao longo do ©periodo de
biodistribuicdo. Também, as células A431 mantiveram a sua
reatividade com mAb 806 quando criadas como xenoenxertos
tumorais tal como determinado através de imuno-histoquimica
(dados ndo mostrados). As células TU8TMG ou A431 foram
injetadas num lado 7-10 dias antes das células U87MG. -4
serem injetadas no outro lado devido a velocidade de
crescimento mais répida observada para o xenoenxertos que
expressam EGFR dez2-7. Os anticorpos foram radiomarcados e
avaliados gquanto a imunorreatividade tal como descrito acima e
foram injetados em ratinhos através da via retro-orbital
quando os tumores tinham 100-200 mg de peso. Cada ratinho
recebeu dois anticorpos diferentes (2 pg por anticorpo): 2 nCi
de mAb 806 marcado com '2°I e 2 uCi de DH8.3 ou 528 marcados
com 13T, A menos que indicado, foram sacrificados grupos de
5 ratinhos a varios momentos pds—-injecdo e o sangue obtido
através de puncédo cardiaca. Os tumores, figado, baco, rins e
pulmdes foram obtidos através de dissecgdo. Todos os tecidos
foram pesados e ensaiados quanto a atividade de 1251 e 1511
utilizando uma Janela de contagem de dois canais. Os dados
foram expressos para cada anticorpo como % ID/g de tumor
determinados através de comparacdo com padrdes de doses
injetadas ou convertidos em razdes de tumor para sangue/figado
(i.e. % 1ID/g de tumor dividida por % 1ID/g de sangue ou
figado). As diferencas entre grupos foram analisadas através
do teste t de Student.
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Q.

Em termos de % de ID/g de tumor, o mAb 806 alcancgou O seu
nivel de pico em xenoenxertos U87MG. -4 de 18,6% m/g de tumor
as 8 h (Figura 4A), consideravelmente mais elevado que
qualguer outro tecido exceto sangue. Ao mesmo tempo DH8.3
também mostrou niveis de pico do tumor as 8 h, o nivel foi
estatisticamente (p<0,001) inferior 8,8% m/g de tumor em

comparagdo com o mAb 806 (Figura 4B). Os niveis de ambos os
anticorpos decairam lentamente as 24 e 48 h. Nenhum dos
anticorpos mostrou direcionamento especifico para 0s
xenoenxertos U87MG parentais (Figura 4A,B). Em relacgdo as

razdes de tumor para sangue/figado, o mAb 806 mostrou a razéo
mais elevada as 24 h tanto para o sangue (razao de 1,3) como
para o figado (razdao de 6,1) (Figura 5A,B). O anticorpo DHS8.3
teve a sua razado mais elevada no sangue as 8 h (razado de 0,38)
e as 24 h no figado (razédo de 1,5) (Figura 5 A,B), as quails
sdo ambas consideravelmente inferiores aos valores obtidos
para mAb 806.

Tal como descrito acima, os niveis de mAb 806 no tumor
tem um pico as 8 horas. Embora este pico seja relativamente
precoce em comparacao com muitos anticorpos de direcionamento
para tumores, ¢é completamente consistente com outros estudos
utilizando anticorpos especificos para EGFR de2-7 que
apresentam todos picos as 4-24 horas pds—-injecdo gquando se
utiliza uma dose semelhante de anticorpo (16, 25, 33). De
facto, ao contrario dos relatdérios anteriores, o ponto das 8 h
foi incluido com base no pressuposto de gque o direcionamento
do anticorpo atingiria rapidamente um pico. A % ID/g de tumor
observada com o mAb 806 foi semelhante a relatada para outros
anticorpos especificos de EGFR de2-7 quando se utilizam
técnicas de iodagdo padrdo (16, 24, 32). A razdo para o pico
inicial ¢é provavelmente de duas vezes. Primeiramente, o0s
tumores expressando o EGFR de2-7, incluindo as células U87MG
transfectadas, crescem extremamente rapido como xenoenxertos
tumorais. Assim, me smo durante o) periodo de tempo
relativamente curto utilizado nestes estudos de
biodistribui¢do, o tamanho do tumor aumenta até tal extensao
(5-10 vezes de aumento em massa durante 4 dias) que a % ID/g
do tumor ¢é reduzida em comparacdo com tumores de crescimento
lento. Secundariamente, ao mesmo tempo a internalizacdo do
mAb 806 foi relativamente lenta em comparacdo com DH8.3 &

ainda rapido em relacéo a muitos outros Sistemas
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anticorpo/antigénio tumorais. Os anticorpos internalizados
sujeitam-se a protedlise répida sendo os produtos de
degradacdo excretados da célula (34) . Este processo de
internalizacdo, degradacdo e excrecao reduz a quantidade de
anticorpo iodado retida dentro da célula. Consequentemente, o0s
anticorpos que internalizam apresentam niveis de
direcionamento inferiores aos dos seus equivalentes gue néao
internalizam. Os dados de microscopia eletrdnica aqui
relatados demonstram que o mAb 806 internalizado é rapidamente
transportado para lisossomas onde presumivelmente ocorre uma
rédpida degradacédo. Esta observacido é consistente com a réapida
expulsédo de iodo da célula.

O anticorpo monoclonal L8A4 descrito anteriormente
dirigido ao péptido de Jjuncdo Unico que se encontra em EGFR
de2-7, comporta-se de um modo semelhante ao mAb 806 (35).
Utilizando células U87MG transfectadas com o EGFR de2-7, este
anticorpo teve uma velocidade de internalizacdo semelhante
(35% a 1 hora em comparacao com 30% a 1 hora para mAb 806) e
apresentou um direcionamento in vivo comparavel quando se
utilizaram fibroblastos 3T3 transfectados com EGFR de2-7 (pico
de 24% ID/g de tumor as 24 horas em comparac¢do com 18% ID/g de
tumor as 8 horas para mAb 806) (25). Interessantemente, a
retencdo in vivo deste anticorpo em xenoenxertos tumorais foi
aumentada quando marcado com 5-iodo-3-piridinocarboxilato de
N-succinimidilo (25). Este grupo prostético marcado tem carga
positiva a pH lisossdémico e tem assim maior retencéo celular
(33). A maior retencdo ¢é potencialmente 0Gtil gquando se
considera um anticorpo para radioimunoterapia e este método
pode ser utilizado para melhorar a retencdo do mAb 806 iodado
ou fragmentos seus.

EXEMPLO 8
LIGAQAO DE mAb 806 A CELULAS CONTENDO EGFR AMPLIFICADO

Para examinar se o mAb 806 pode reconhecer o EGFR
expresso em células contendo um gene do recetor amplificado,
foi analisada a sua ligacdo a células A431. Tal como descrito
anteriormente, as células A431 sdo células de carcinoma
escamoso humano e expressam niveis elevados de wtEGFR. Uma
ligagdo Dbaixa, mas altamente reprodutivel, de mAb 806 a
células A431 foi observada através de andlise FACS (Figura 6).
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O anticorpo DH8.3 néo se ligou a células A431, indicando que a
ligagdo do mAb 806 ndo era o resultado de uma expressao de
baixo nivel ao EGFR de2-7 (Figura 6). Tal como esperado, o©
anticorpo anti-EGFR 528 mostrou uma forte coloracdo das
células A431 (Figura 6). Dado este resultado, a ligacéo do
mAb 806 a A431 foil caracterizada através de andlise Scatchard.
Ao mesmo tempo que a ligacao do mAb 806 iodado era
comparativamente baixa, foi possivel obter dados consistentes
para Scatchard. A média de tais experiéncias deu um valor para
afinidade de 9,5x107 M1 com 2,4x10° recetores por célula.
Assim, a afinidade para este recetor fol umas 10 vezes
inferior a afinidade para com o EGFR de2-7. Para além disso, ©
mAb 806 parece reconhecer apenas uma pequena porcao do EGFR
que se encontra na superficie de células A431. Utilizando o
anticorpo 528, 0s inventores mediram aproximadamente
2x10% recetores por célula o que estd de acordo com NuUMErosos
outros estudos (26).

O reconhecimento do sEGFR de tipo selvagem pelo mAb 806
requer claramente alguma desnaturacdao do recetor para expor o
epitopo. A extensdo da desnaturagdo necessaria € apenas
ligeira uma vez que mesmo a absorcdo do sEGFR de tipo selvagem
numa superficie pléastica induziu uma ligagdo robusta do
mAb 806 em ensaios ELISA. Uma vez que o mAb 806 se ligou
apenas a aproximadamente 10% do EGFR a superficie das células
A431, ¢é tentador especular gque este subconjunto de recetores
possa ter uma conformacdo alterada semelhante a induzida pela
truncagem EGFR de2-7. De facto, a expressao extremamente
elevada do EGFR mediada pela amplificacdo do gene em células
A431, pode fazer com qgque alguns recetores sejam processados
incorretamente conduzindo a uma conformacéo alterada.
Interessantemente, immunoblotting semiquantitativo de lisados
de células A431 com mAb 806 mostrou que este poderia
reconhecer a maioria dos recetores de EGEF de A431 seguido de
SDS-PAGE e transferéncia de Western. Este resultado apoia
ainda o argumento de que o mAb 806 se liga a um subconjunto de
recetores a superficie de células A431 gue tém uma conformacdo
alterada. Estas observacgdes em células A431 sao consistentes
com os dados de imuno-histoquimica que demonstram que O
mAb 806 se liga a gliomas contendo amplificacdo do gene de
EGFR. Uma vez dque a ligacdo do mAb 806 foi completamente
negativa nas células U8T7MG parentais poderia parecer que este
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fendémeno podia estar restrito a células contendo EGFR
amplificado apesar do nivel de recetor “desnaturado” a
superficie de células U87MG poder estar abaixo do nivel de
detecdo. No entanto, 1isto parece improvavel uma vez que O
mAb 806 iodado ndo se 1ligou a sedimentos de células U87MG
contendo até 1x107 células.

EXEMPLO 9
DIRECIONAMENTO IN VIVO DE CELULAS A431 PELO mAb 806

Um segundo estudo de biodistribuicdo foi efetuado com o
mAb 806 para determinar se podia alvejar xenoenxertos de tumor
A431. O estudo foi conduzido durante um curso de tempo maior
para se obter mais informacdo em relagdo ao direcionamento
para xenoenxertos UBT7MG. 2-7 pelo mAb 806, que foram incluidos
em todos os ratinhos como controlo positivo. Adicionalmente, o
anticorpo 528 anti-EGFR foi incluido como controlo positivo
para os xenoenxertos A431, uma vez gque um estudo prévio
demonstrou um direcionamento baixo mas significativo deste
anticorpo para células A431 criadas em ratinhos nus (21).

Durante as primeiras 48 h, o} mAb 806 apresentou
propriedades de direcionamento quase idénticas as observadas
nas experiéncias iniciais (Figura 7A comparada com a
Figura 4A). Em termos de % ID/g de tumor, os niveis de mAb 806
em xenoenxertos U8TMG. 2-7 decairam lentamente apds 24 h mas
permaneceram sempre mais elevados gque os niveis detetados em
tecido normal. A tomada nos xenoenxertos A431 foi
comparativamente baixa, no entanto houve um pequeno aumento na
$ ID/g de tumor durante as primeiras 24 h ndo observado em
tecidos normais tais como figado, baco, rim e pulmédo
(Figura 7A). A tomada do anticorpo 528 foi muito baixa em
ambos o0s xenoenxertos quando expressa como % ID/g de tumor
(Figura 7B) parcialmente devido a eliminacdo mais rédpida deste
anticorpo do sangue. Em termos de razdo de tumor para sangue o
mAb 806 atingiu um pico as 72 h para o0s xenoenxertos
U87MG. 2-7 e as 100 h para os xenoenxertos A431Figura 8A,B).
A0 mesmo tempo que a razao de tumor para sangue para o mAb 806
nunca superou 1,0 em relacdo ao tumor A431, aumentou ao longo
de todo o tempo decorrido (Figura 8B) e foi mais elevada que
todos o0s outros tecidos examinados (dados nao mostrados)

indicando baixos niveis de direcionamento.
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A razdo de tumor para sangue para o anticorpo 528 mostrou
um perfil semelhante ao mAb 806 embora fossem observados
niveis mais elevados nos xenoenxertos A431 (Figura 8A,B). O
mAb 806 teve um pico da razdo de tumor para figado em
xenoenxertos U8TMG. 2-7 de 7,6, as 72  h, demonstrando
claramente tomada preferencial nestes tumores em comparacao
com tecido normal (Figura 8C). Outras razdes de tumor para
6rgdo para o mAb 806 foram semelhantes as observadas no figado
(dados né&o mostrados). O pico da razado de tumor para figado
para o mAb 806 em xenoenxertos A431 foi de 2,0 as 100 h,
indicando novamente uma ligeira tomada preferencial no tumor
em comparagao com tecido normal (Figura 8D).

EXEMPLO 10
ESTUDOS DE TERAPIA

Os efeitos do mAb 806 foram avaliados em dois modelos de
xenoenxertos de doenca - um modelo preventivo e um modelo de
tumor estabelecido.

Modelos de Xenoenxerto

Consistente com relatdrios anteriores (Nishikawa et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91(16); 7727-7731) células as U8TMG
transfectadas com EGFR de2-7 cresceram mais rapidamente que as
células parentais e células U87MG transfectadas com o EGFR wt.
Por essa razdo, ndo foi possivel c¢riar ambos os tipos
celulares nos mesmos ratinhos.

3x10% células tumorais em 100 ml de PBS foram inoculados
subcutaneamente em ambos os flancos de ratinhos nus fémea com
4-6 semanas de idade (Animal Research Centre, Western
Australia, Austrédlia). A eficdcia terapéutica do mAb 806 foi
investigada em ambos o0s modelos ©preventivo e de tumor
estabelecidos. No modelo preventivo, foram tratados
intraperitonealmente 5 ratinhos com 2 xenoenxertos cada, com 1
ou 0,1 mg de mAb 806 ou veiculo (PBS) a comecar no dia antes
da inoculacdo das células tumorais. O tratamento foi
continuado durante um total de 6 doses, 3 vezes por semana
durante 2 semanas. No modelo estabelecido, o tratamento foi
iniciado gquando os tumores tinham alcancado um volume médio de
65 + 6,42 mm® (U8TMG. 2-7), 84 + 9,07 tm(U887MG), 73 + 7,5 mm?
(UTMG.WwtEGFR) ou 201 + 19,09 mm® (tumores A431). O volume
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tumoral em  mm? foi determinado utilizando a férmula
(comprimentoxlargura?) /2, onde comprimento era o eixo mais
longo e a largura a medicao perpendicular ao comprimento
(Scott et al., 2000). Os dados foram expressos como volume
tumoral médio + EP para cada grupo de tratamento. A analise
estatistica foi efetuada a dados momentos utilizando o teste t
de Student. Os animais foram sujeitos a eutandsia quando os
xenoenxertos alcancaram um volume aproximado de 1,5 cm® e o0s
tumores foram excisados para exame histoldgico. Este projeto
de investigacdo foi aprovado pelo Animal Ethics Committee of
the Austin and Repatriation Medical Centre.

Exame Histoldgico de Xenoenxertos Tumorais

Os xenoenxertos foram excisados e divididos ao meio.
Metade foi fixada em formalina a 10%/PBS antes de ser
impregnada em parafina. Secgbes de quatro micrdémetros foram
entdo cortadas e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para
exame histoldgico de rotina. A outra metade foli embebida em
composto Tissue Tek® OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA),
congelada em azoto liquido e armazenada a -802C. Foram
cortadas e fixadas seccgdes finas de cridstato (5 micrdmetros)
em acetona gelada durante 10 min seguido de secagem ao ar
durante mais 10 min. As sec¢bes foram bloqueadas em reagente
de bloqueio de proteinas (Lipshaw Immunon, Pittsburgh E.U.A.)
durante 10 min e depois incubadas com anticorpo primario
biotinilado (1 mg/ml), durante 30 min a temperatura ambiente
(TA). Todos os anticorpos foram biotinilados utilizando o
médulo de biotinilacdo de proteinas ECL (Amersham, Baulkham
Hills, Austréalia), segundo as instrucdes do fabricante. Apds
lavagem com PBS, as secg¢bes foram incubadas com um complexo de
estreptavidina-peroxidase de rédbano durante mais 30 min
(Silenus, Melbourne, Austrédlia). Apds uma lavagem final com
PBS as seccdes foram expostas a substrato 3—-amino-9-
etilcarbazole (AEC) (&cido acético 0,1 M, acetato de sddio
0,1 M, AEC 0,02 M (Sigma Chemical Co., St Louis, MO)) na
presenga de perdxido de hidrogénio durante 30 min. As secc¢des
foram lavadas com &dgua e contrastadas com hematoxilina durante

5 min e montadas.
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Eficdcia do mAb 806 no Modelo Preventivo

O mAb 806 foi examinado quanto a eficdcia contra tumores
U87MG e U8TMG. 2=7 num modelo preventivo de xenoenxerto. O
anticorpo ou veiculo foi administrado i.p. no dia antes da
inoculagcdo do tumor e foli dado 3 vezes por semana durante
2 semanas. O mAb 806 ndo teve efeito no crescimento dos
xenoenxertos UB87MG parentais, que expressam o0 EGFR wt, a uma
dose de 1 mg por injecédo (Figura 9A). Em contraste, o mAb 806
inibiu significativamente o <crescimento de  xenoenxertos
U87MG. 2-7 de um modo dependente da dose Figura 9B). No
dia 20, qguando os animais de controlo foram sacrificados, o
volume tumoral médio foi de 1637 + 178,98 mm’® para o grupo de
controlo, um 526 + 94,74 mm® estatisticamente menor para o
grupo de 0,1 mg por injecdo (p< 0,0001) e 197 + 42,06 mm® para
o grupo de 1 mg por i1injecdo (p< 0,0001). Os grupos de
tratamento foram sacrificados no dia 24 momento ao gqual os
volumes tumorais médios foram de 1287 + 243,03 mm® para o
grupo tratado com 0,1 mg e 492 + 100,8 mm® para o grupo de
1 mg.

Eficdcia do mAb 806 no Modelo de Xenoenxerto Estabelecido

Dada a eficdcia do mAb 806 no modelo preventivo de
xenoenxerto, a sua capacidade para 1inibir o crescimento de
xenoenxertos de tumores estabelecidos foil entdo examinada. O
tratamento de anticorpo foi tal como descrito no modelo
preventivo exceto que comecou quando o0s tumores alcancaram um
volume tumoral médio de 65 + 6,42 mm® para o0s xenoenxertos
Ug87MG. 2-7 e de 84 + 9,07 mmpara os xenoenxertos U8TMG
parentais. Novamente, o mAb 806 nao teve efeito no crescimento
dos xenoenxertos U8T7MG parentais a uma dose de 1 mg por

injecéo (Figura 10A). Em contraste, o mAb 806 inibiu
significativamente o crescimento de xenoenxertos U8TMG. 2-7 de
um modo dependente da dose (Figura 10B). No dia 17, um dia

antes dos animais de controlo serem sacrificados, o volume
tumoral médio foi de 935 + 215,04 mm® para o grupo de
controlo, 386 = 57,51 mm® para o grupo de 0,1 mg por injecdo
(p<0,01) e 217 + 58,17 mm® para o grupo de 1 mg por injecédo
(p<0,002) .

Para examinar se a inibicdo do crescimento observada com
o mAb 806 era restrita as células gue expressavam EGFR de2-7,
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a sua eficéacia contra xenoenxertos de tumores U87MG.wtEGFR foi
examinada num modelo estabelecido. Estas células servem como
modelo para tumores contendo amplificacdo do gene de EGFR sem
expressao de EGFR de2-7. O tratamento de mAb 806 comegou
quando os tumores alcancaram um volume tumoral médio de 73 +
7,5 mm®. O mAb 806 inibiu significativamente o crescimento dos
xenoenxertos U8TMG.wtEGFR estabelecidos quando comparados com
tumores de controlo tratados com veiculo (Figura 10C). No dia
em que O0s animais de controlo foram sacrificados, o volume
tumoral médio foi de 960 *+ 268,9 mm® para o grupo de controlo
e 468 + 78,38 mm® para o grupo tratado com injecdes de 1 mg
(p<0,04) .

Andlise Histoldbégica e Imuno-histoquimica de Tumores

Estabelecidos

Para avaliar potenciais diferencas histoldgicas entre os
xenoenxertos U8TMG. 2-7 e U8TMG.wtEGFR tratados com mAb 806 e
de controlo (colhidos nos dias 24 e 42, respetivamente),
fixados em formalina, seccgdes impregnadas em parafina foram
coradas com H&E. Foram observadas Aareas de necrose em seccgdes
de xenoenxertos U87MG. 2-7 (colhidas 3 dias apd6és o tratamento
ter terminado) e U8TMG.wWtEGFR (colhidos 9 dias apds o
tratamento ter terminado) tratados com mAb 806. Este resultado
foi consistentemente observado em vArios xenoenxertos de
tumores (n=4) . No entanto, a analise das secgdes dos
xenoenxertos tratados com controlo ndo mostra as mesmas areas
de necrose observadas com o tratamento de mAb 806. Seccbes de
xenoenxertos U8T7MG tratados com mAb 806 ou controlo foram
também coradas com H&E e ndo revelaram diferengas na
viabilidade celular entre os dois grupos, apoiando ainda a
hipdétese de que a ligagdo do mAb 806 induz menor viabilidade
celular/necrose dentro dos xenoenxertos tumorais.

Foi efetuada uma andlise imuno-histoguimica de seccgdes de
xenoenxertos U8TMG, U8TMG. 2-7 e U8TMG.wtEGFR para determinar
os niveis de expressédo de EGFR wt e de2-7 apds tratamento com
mAb806. As secgdes foram colhidas nos dias 24 e 42 como acima
e foram imunocoradas com o anticorpo 528 ou 806. Tal como
esperado o anticorpo 528 corou todas as secgdes de xenoenxerto
sem diminuigdo &ébvia na intensidade entre os tumores tratados
e o0s de controlo. A coloragcao de seccdes de UB8TMG nao foi
detetdvel com o mAb 806, no entanto foi observada coloracéao
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positiva de seccgdes dos xenoenxertos U87MG. 2=7 e
U87MG.wtEGFR. Nao houve diferenca na densidade da coloragdo do
mAb 806 entre os xenoenxertos U87MG. 2-7 e U8TMG.wtEGFR de
controlo e tratados sugerindo que o tratamento com anticorpo
nado regula negativamente a expressao de EGFR deZ2-7 nem wt.

Tratamento de Xenoenxertos A431 com mAb 806

Para demonstrar que os efeitos antitumorais do mAb 806
ndo eram restritos a células U8TMG, o) anticorpo foi
administrado a ratinhos com xenoenxertos A431. Estas células
contém um gene de EGFR amplificado e expressam aproximadamente
2x10% recetores por célula. Tal como descrito acima, o mAb 806
liga-se a cerca de 10% destes EGFR e alveja o0s xenoenxertos
A431. O mAb 806 inibiu significativamente o crescimento dos
xenoenxertos A431 guando examinado no modelo preventivo de
xenoenxerto anteriormente descrito (Figura 11A). No dia 13,
quando os animais de controlo foram sacrificados, o volume
tumoral médio foi de 1385 = 147,54 mm® no grupo de controlo e
260 £ 60,33 mm® para o grupo de tratamento de inje¢do de 1 mg
(p<0,0001) .

Numa experiéncia em separado, uma dose de mAb de 0,1 mg
também inibiu significativamente o crescimento dos
xenoenxertos A431 num modelo preventivo.

Dada a eficécia do mAb 806 no modelo preventivo de
xenoenxerto A431, foli examinada a sua capacidade para inibir o
crescimento de xenoenxertos de tumores estabelecidos. 0
tratamento com anticorpo foi tal como descrito no modelo
preventivo exceto que nédo foi iniciado até os tumores terem
alcangado um volume tumoral médio de 201 + 19,09 mm®. O
mAb 806 inibiu significativamente o) crescimento de
xenoenxertos de tumores estabelecidos (Figura 11B). No dia 13,
quando os animais de controlo foram sacrificados, o volume
tumoral médio foi de 1142 + 120,06 mm® para o grupo de
controlo e 451 +65,58 mm® para o grupo de injecdo de 1 mg
(p<0,0001) .

Em resumo, o0s estudos de terapia com mAb 806 aqui
descritos demonstraram claramente uma inibicdo dependente da
dose do crescimento do xenoenxerto U8TMG. 2-7. Em contraste,
ndo foi observada inibicdo dos =xenoenxertos U87MG parentais
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apesar do facto de continuarem a expressar o EGFR wt in vivo.
O mAb 806 nado s6 reduziu significativamente o volume do
xenoenxerto como também induziu necrose significativa dentro
do tumor. Este é o primeiro relatdrio mostrando a utilizacéo
terapéutica com sucesso de um tal anticorpo in vivo contra
xenoenxertos de glioma expressando EGFR de2-7 humano.

A amplificagdo génica do EGFR foi relatada em varios
tumores diferentes e ¢é observada em aproximadamente 50% do
gliomas (Voldberg et al., 1997) . Foi proposto que a
subsequente sobre-expressdo de EGFR mediada pela amplificacéao
do gene do recetor pode conferir uma vantagem de crescimento
através do aumento da sinalizacéo intracelular e do
crescimento celular (Filmus et al., 1987). A 1linha celular
UB7MG foi transfectada com o EGFR wt para produzir uma célula
de glioma qgque 1imita o processo de amplificacdo do gene de
EGFR. O tratamento de =xenoenxertos U8T7MG.wtLEGFR estabelecidos
com mAb 806 resultou numa significativa inibicéao do
crescimento. Assim, o mAb 806 medeia também a atividade
antitumoral in vivo contra células contendo amplificacdo do
gene de EGFR. Interessantemente, a inibicdo do mAb 806 dos
xenoenxertos UB7MG.wtEGFR parece ser menos eficaz que a
observada com o0s tumores U8T7MG. 2=7. Isto provavelmente
reflete o facto de o mAb 806 ter uma afinidade menor para o
EGFR amplificado e apenas se ligar a uma pequena proporcao de
recetores expressos a superficie da célula. No entanto, deve
notar-se que apesar do pequeno efeito nos volumes dos
xenoenxertos U8TMG.wtEGFR, o tratamento com mAb 806 produziu
grandes 4&reas de necrose dentro destes xenoenxertos. Para
excluir a possibilidade do mAb 806 mediar apenas a inibicéo
das linhas celulares derivadas de U87MG testdmos a sua
eficdcia contra xenoenxertos A431. Esta linha celular derivada
de carcinoma de células escamosas contém uma amplificacéao
significativa do gene de EGFR gue ¢é mantida tanto in vitro
como in vivo. O tratamento dos xenoenxertos A431 com mAb 806
produziu uma significativa inibicdo do crescimento tanto no
modelo preventivo como no estabelecido, indicando que o0s
efeitos antitumorais do mAb 806 ndo estdo restringidos as
linhas celulares U87MG transfectadas.
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EXEMPLO 11

TRATAMENTO DE TERAPIA DE COMBINAQAO DE XENOENXERTOS A431 COM
mAb806 e AG1478

Os efeitos antitumorais do mAb 806 combinados com AG1478
foram testados em ratinhos com xenoenxertos A431. O AG1478
(4-(3-cloroanilino) -6, 7-dimetoxiquinazolina) é um inibidor
potente e seletivo da EGFR-quinase versus HERZ2-neu e o recetor
quinase do fator de <crescimento derivado de plaquetas
(Calbiochem N.¢ Cat. 658552). Foram incluidos trés controlos:
tratamento apenas com veiculo, veiculo + apenas mAb 806 e
veiculo + apenas AG1478. Os resultados sao ilustrados na
Figura 12. Foram administrados 0,1 mg de mAb 806 no dia 1
antes do xenoenxerto e nos dias 1, 3, 6, 8 e 10 apdés o
xenoenxerto. Foram administrados 400 pg de AGl478 nos dias O,
2, 4, 7, 9 e 11 apds o xenoenxerto.

Tanto AG1478 como mAb806, gquando administrados sozinhos
produziram uma reducdo significativa do volume do tumor. No
entanto, em combinacdo, a redugcdo do volume do tumor foi
grandemente aumentada.

Adicionalmente, a ligacdo do mAb806 ao EGFR das células
A431 foil avaliada na auséncia e presencga de AG1478. As células
foram colocadas em meio sem soro de um dia para o outro,
depois tratadas com AGl478 durante 10 min a 37°C, lavadas duas
vezes em PBS depois lisadas em Triton a 1% e foram preparados
lisados. O0Os 1lisados foram preparados tal como descrito no
Exemplo 20 aqui. O 1lisado foi entdo avaliado gquanto a
reatividade com 806 através de um ELISA numa versao modificada
de um ensaio descrito por Schooler e Wiley, Analytical
Biochemistry 277: 135-142, 2000. As placas foram revestidas
com 10 pg/ml de mAb 806 em PBS/EDTA de um dia para o outro a
temperatura ambiente e depoils lavadas duas vezes. As placas
foram entdo blogueadas com albumina do soro a 10%/PBS durante
2 horas a 37¢C e lavadas duas vezes. Foi adicionado lisado
celular 1:20 em albumina do soro a 10%/PBS durante 1 hora a
37¢C, depois foram lavadas guatro vezes. Anti-EGFR (SC-03
(Santa Cruz Biotechnology Inc.)) em albumina do soro a 10%/PBS
reagiu 90 min a temperatura ambiente, as placas foram lavadas
quatro vezes e foi adicionado anti-coelho-HRP (1:2000 se
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proveniente de Silenus) em albumina do soro a 10%/PBS durante
90 min a temperatura ambiente, foram lavadas quatro vezes e a
cor foi revelada utilizando ABTS como substrato. Verificou-se
que a ligacdo do mAb 806 ¢é significativamente aumentada na
presenca de quantidades crescentes de AGl1478 (Figura 13).

EXEMPLO 12

IMUNORREATIVIDADE EM GLIOBLASTOMAS HUMANOS PRE-TIPIFICADOS
QUANTO AO STATUS DE EGFR

Dada a elevada incidéncia de expressado, amplificacdo e
mutacdo de EGFR, em glioblastomas, foi efetuado um estudo
imuno-histoquimico detalhado estudo para avaliar a
especificidade de 806 em tumores para além dos xenoenxertos.
Um painel de 16 glioblastomas foi analisado através de imuno-
histoquimica. Este painel de 16 glioblastomas foi pré-
tipificado por RT-PCR quanto a presengca de EGFR de tipo
selvagem amplificado e expressdo de EGFR de2-7. Seis destes
tumores expressavam apenas o transcrito de EGFR wt, 10 tinham
amplificacédo do gene de EGFR wt com 5 destes mostrando apenas
transcritos de EGFR wt e 5 transcritos tanto do gene de EGFR
de tipo selvagem como de2-7. A andlise imuno-histoquimica foi
efetuada utilizando seccgdes de 5 mm de tecido fresco congelado
aplicadas em lé&minas de histologia e fixadas durante 10
minutos em acetona fria. O anticorpo primario 1ligado foi
detetado com anticorpo de cavalo anti-ratinho Dbiotinilado
seguido de uma reagdao de complexo avidina-biotina. Foi
utilizado tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB) como
cromogénio. A extensdo da reatividade imuno-histoquimica em
tecidos foi estimada através de microscopia oética e graduada
de acordo com o numero de células imunorreativas em aumentos

de 25% como se segue:

Focal = menos de 5%
+ = 5-25%

++ = 25-50%

+++ = 50-75%

+++4+ => 75%

O anticorpo 528 mostrou intensa reatividade em todos os
tumores, ao mesmo tempo gque a imunocoloracdo de DH8.3 foi
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restringida aos tumores expressando o EGFR de2-7 (Tabela 2).
Consistente com as observacgcdes anteriores em FACS e ensaios de
roseta, o mAb 806 nado reagiu com os glioblastomas expressando
o0 transcrito de wtEGFR de genes de EGFR ndo amplificados
(Tabela 2). Este padrdo de reatividade para mAb 806 &
semelhante ao observado nos estudos de =xenocenxertos e sugere
novamente que este anticorpo reconhece o EGFR de2-7 e
amplificado mas ndo o WwELEGFR quando expresso a superficie
celular.

TABELA 2

Imunorreatividade dos mAb 528, DH8.3 e 806 em glioblastomas pré-
tipificados quanto a presenga de EGFR de tipo selvagem e EGFR de2-7
mutado e quanto ao seu status de amplificacéo.

Amplificacgao Expressdo de 528 DHS8.3 806
EGFR de2-7
Nao ++++ - -
N&o ++++ - —%*
N&o ++++ - -
Nao ++ - -
Nao +++ - -
Nao ++++ - -
Sim Néo ++++ - ++++
Sim Néo ++++ - +
Sim Nao ++++ - +++
Sim Nao ++++ - ++++
Sim Nao ++++ - +—++++
Sim Sim ++++ ++++ ++++
Sim Sim ++++ ++++ ++++
Sim Sim ++++ ++++ ++++
Sim Sim ++++ ++++ ++++
Sim Sim ++++ ++ ++

*coloracao focal

EXEMPLO 13
IMUNORREATIVIDADE DE EGFR EM TECIDO NORMAL
Para determinar se o EGFR de2-7 ¢é expresso em tecido

normal, foi conduzido um estudo de imuno-histogquimica com

mAb 806 e DH8.3 num painel de 25 tecidos. Nao houve




EP 2 163 256/PT
103

imunorreatividade forte nem com mAb 806 nem com DH8.3 em
nenhum dos tecidos testados sugerindo que o EGFR de2-7 esté
ausente nos tecidos normais (Tabela 3). Houve alguma coloracéo
variavel presente nas amigdalas com o mAb 806 que ficou
restringida a camada de células basais da epiderme e células
escamosas da mucosa do epitélio. Em placenta, foi observada
imunocoloracéo ocasional do epitélio do trofoblasto.
Interessantemente, dois tecidos que expressam elevados niveis
enddégenos de WwLEGFR, o figado e a pele, nado conseguiram
mostrar qualquer reatividade significativa do mAb 806. Nao foi
observada nenhuma reatividade com as amostras de figado e foi
ocasionalmente detetada apenas uma reatividade focal fraca e
inconsistente (em ndo mais de 10% de todas as amostras
estudadas) em queratindécitos basais em amostras de pele e no
epitélio escamoso da mucosa da amigdala, demonstrando ainda
que este anticorpo ndo se liga ao WtEGFR expresso a superficie
das células numa extensdo significativa (Tabela 3). Todos os
tecidos foram positivos para o wtEGFR tal como evidenciado
pela coloragdo universal observada com o anticorpo 528
(Tabela 3).
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TABELA 3

Reatividade de 582, DH8.3 e 806 em tecidos normais.

TECIDO 528 DH8-3 806

Esdéfago pos - -

Estdémago pos - -

Duodeno pos - -

Intestino delgado/ pos - -

duodeno

Célon Pos - -

Figado pos - -

Gland. salivares pos - -

(pardtida)

Rim Pos - -

Bexiga pos - -

Prdstata Pos - -

Testiculo Pos - -

Utero (cx/endom) pos —* -

Trompa de Faldpio pos - -

Ovéario pos - -

Mama pos —* -

Placenta pos - -

Nervo periférico pos - -

MGsculo—-esquelético |pos - -

Tiroide pos - -

Nédulo linfatico Pos - -

Bacgo pos - -

Amigdala pos - — reatividade ocasional
fraca da camada basal do
epitélio escamoso

Coracgao pos - -

Pulméo pos - -

Pele pos - — reatividade ocasional
fraca da camada basal do
epitélio escamoso

*Alguma coloracgdo do

EXEMPLO 14

estroma em vArios tecidos

IMUNORREATIVIDADE DE EGFR EM VARIOS TUMORES

A extensdo do EGFR de2-7 noutros tipos de tumores foi

examinada utilizando um painel de 12 malignidades diferentes.

O anticorpo 528 mostrou frequentemente coloragdo homogénea em

muitos tumores analisados exceto melanoma e seminoma. Quando



EP 2 163 256/PT
105

presente, a imunorreatividade de DH8.3 ficou restrita a célula
tumoral focal ocasional indicando gque hé& pouca se houver
alguma expressdo de EGFR de2-7 em tumores fora do cérebro
utilizando este sistema de detecdo (Tabela 4). Houve também
coloracéo focal dos vasos sanguineos e uma coloracgdo difusa
variavel do tecido conjuntivo com o anticorpo DH8.3 nalguns
tumores (Tabela 4). Esta coloracao era fortemente dependente
da concentracdo de anticorpo wutilizada e foi considerada
reatividade de fundo inespecifica. O mAb 806 mostrou coloracéo
positiva em 64% dos tumores da cabeca e pescoco e 50% dos
carcinomas do pulmdo (Tabela 4). Houve pouca reatividade do
mAb 806 noutros locais exceto nos tumores urindrios que foram
positivos em 30% dos casos. Uma vez que o0s cancros da cabeca e
pescoco e do pulmido foram negativos para o anticorpo DH8.3 a
reatividade observada com o mAb nestes tumores pode estar
associada a amplificacdo do gene de EGFR.

TABELA 4

Anticorpos monoclonais 528, DH8.3 e 806 no painel de tumores.

Tumor 528 DH8.3 806
Metédstases de melanoma | 0/10 0/10 0/10
maligno
Bexiga (tcc, sqgcc, 10/10 0/10% 3/10*
adeno) (7x++++, 2x+++, 1x+) (2x++++, 1x++)
Gléndula mamaria 6/10 1/10 1/10
(3x++++, 3x++) (1x+) (foc)
Cancro da cabeca + 11/11 0/11* 7/11
pescogo (sqgcc) Ix+++ — 10x++++) (3x++++, 3x+++, 1x+)
Pulmdo (sgcc, adeno, 12/12 0/12* 6/12
neuroend) 10x++++—1x+++) (3x++++ 3x+++)
Leiomiossarcoma 5/5 0/5 0/5
(Ax++++, 1x+)
Lipossarcoma 5/5 0/5 0/5*
(2x + 3x +++)
Sarcoma sinovial 4/5%* 0/5 0/5%*
(4x ++++)
Histiocitoma fibroso 4/5%* 0/5* 0/5%*
maligno Mfh
Carcinoma do cdlon 10/10 0/10% 0/10
(9x++++, 1x+)
Seminoma 1/10* 1/10%* 0/10
Ovario (papilar 4/5 0/5* 0/5
Seroso) (3x++++, 1x+)

*coloracdo focal
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EXEMPLO 15

IMUNORREATIVIDADE EM GLIOBLASTOMAS HUMANOS NAO SELECIONADOS
PELO STATUS DE EGFR

Para confirmar a especificidade tunica e para avaliar a
reatividade do mAb 806, este foil comparado com os anticorpos
528 e DH8.3 num painel de 46 glioblastomas n&o pré-
seleccionados quanto ao seu status de EGFR. O anticorpo 528
foli fortemente e homogeneamente positivo em todas as amostras
exceto duas (N.¢ 27 e 29) (44/46, 95,7%). Estes dois casos
foram também negativos para mAb806 e mAb DH8.3. O mAb 806 foi
positivo em 27/46 (58,7%) casos, 22 dos quals apresentaram
imunorreatividade homogénea em mais de 50% do tumor. O
anticorpo DH8.3 foi positivo em 15/46 (32,6%) glioblastomas, 9
dos quais mostraram imunorreatividade homogénea. A coloracéao
imuno-histoquimica destes tumores ndo selecionados € tabelada
na Tabela 5.

Houve concordédncia entre o mAb 806 e DH8.3 em todos os
casos exceto um (N.2 35).

Foi feita uma andlise molecular gquanto a presenca de
amplificacédo de EGFR em 44 casos (Tabela 5). Destes, 30 casos
co-tipificaram com o padrdo de imunorreatividade de mAb 806
anteriormente estabelecido: p.ex. 16 casos negativos para
mAb 806 ndo revelaram amplificacdo de EGFR e 14 casos de EGFR
amplificado foram também imunopositivos para mAb 806. No
entanto, 13 casos, gque mostraram imunorreatividade com 806,
foram negativos quanto a amplificacdo de EGFR ao mesmo tempo
que 1 caso de EGFR amplificado foi negativo para mAb 806. Mais
andlise do status da mutacdo destes casos de amplificacéao
negativa e positivos para 806 é descrita abaixo e proporciona
uma explicac¢do para a maioria dos 13 casos que foram negativos
para amplificacdo de EGFR e foram reconhecidos por 806.

Subsequentemente, foi efetuada uma andlise molecular da
mutacdo de delecdo por RT-PCR em 41/46 casos (Tabela 5).
Destes, 34 casos co-tipificaram com DH8.3 especifico para a
mutacao de delecéo: 12 casos foram positivos tanto em RT-PCR
como em imuno-histogquimica e 22 casos foram
negativos/negativos. Trés casos (#2, #34, #40) foram positivos
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para DH8.3/negativos em RT-PCR para a mutacdo de delecdo e
trés casos (#12, #18, #39) foram negativos para
DH8.3/positivos em RT-PCR. Tal como esperado com base na nossa
andlise de especificidade anterior, imunorreatividade com
mAb 806 foi observada em todos os tecidos positivos para DH8.3
exceto num caso (#35).

O caso #3 revelou também uma mutacdo (designada A2 na
Tabela 5), que incluiu as sequéncias da mutacdo de2-7 mas esta
ndo pareceu ser a delecdo de2-7 cléassica com perda das 801
bases (dados nado mostrados). Este caso foli negativo para
reatividade com DH8.3 mas mostrou reatividade com 806,
indicando que 806 pode reconhecer uma mutacdo adicional e
possivelmente Unica de EGFR.

TABELA 5

Andlise imuno-histoquimica de 46 glioblastomas néo
selecionados com os mAb 528, 806 e DH8.3

#| 528 806 DH8.3 EGFR 5' MUT
Amp . *
1 ++++ ++++ ++ A 5' MUT
2 ++++ ++++ ++++ N WT
3| ++++ ++++ neg. N A2
(det.)
4 ++++ ++++ neqg. N WT
5 ++++ ++++ ++++ N 5' MUT
6 ++++ ++++ neqg. A WT
7 ++++ +4+++ ++++ N 5' MUT
8 ++++ ++++ +++4+ A 5' MUT
9 ++++ ++++ neg. A WT
10| ++++ neg. neqg. N WT
11| ++ ++ ++ A 5' MUT
12| ++++ ++ neqg. A 5' MUT
13 ++++ ++++ neg. N WT
14 ++ neg. neqg. Nd nd
15| ++ ++ neg. N WT
16| + neg. neg. N nd
17| ++++ neg. neg. N WT
18| ++++ ++++ neg. A 5" MUT
19 ++++ ++++ neg. N WT
20 ++++ neg. neg. N WT
21| ++++ ++++ neg. N WT
22 +++ neg. neg. N WT
23 ++++ ++++ ++ N 5' MUT
24| ++++ ++++ neg. A WT
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25 ++++ neg. neg. N WT
26| ++++ ++++ +++ A 5' MUT
27| neg. neg. neg. N WT
28| +++ neg. neg. N WT
29| neg. neg. neg. N WT
30 ++++ ++++ neg. N WT
31 ++++ neg. neg. N nd

par det
32| ++ +++ ++ N 5' MUT
33| +++ ++++ ++++ A 5' MUT
34| ++++ +++ ++++ N WT
35| ++++ neg. +4+++ A 5' MUT
36| +++ ++ +++ A 5' MUT
37| ++++ + + A 5' MUT
38 ++++ neg. neg. N WT
39 ++ neg. neqg. N 5' MUT
40 ++++ ++++ + A WT
41| ++ neg. neg. N WT
42| ++++ ++++ neq. A WT
43 ++++ neg. neg. nd nd
44 ++++ neg. neg. N WT
45 ++++ neg. neg. N WT
46| ++++ neg. neg. N nd
* N = nédo amplificado, A - amplificado,
WT = tipo selvagem, 5'-mut
nd = ndo realizado

A reatividade do anticorpo 806 co-tipificou com EGFR
amplificado ou mutante de2-7 em 19/27 ou mais de 70% dos
casos. E notavel que 2 destes 8 casos foram também reativos
com DHS8.3.

EXEMPLO 16
TRATAMENTO SISTEMICO E ANALISE DE TUMORES GLIOMA
INTRACRANIANOS

Para testar a eficdcia do anticorpo monoclonal anti-
EGFR, mAb 806, tratdmos ratinhos nus possuindo xenoenxertos
de glioma que

sobre-expressam EGFR com injecdes

intraperitoneais de mAb806, o controlo do isotipo IgG ou PBS.

As linhas celulares de glioblastoma humanas U87MG, LN-
72308 e A1207 (oferta do Dr. S. Aaronson, Mount Sinai Medical
Center, New York, NY) foram infetadas com virus EGFR, EGFR
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deficiente em quinase (DK) ou EGFR de tipo selvagem (wtEGER).
As populacdes expressando niveis elevados semelhantes de EGFR
foram selecionadas através de separacdo de células ativada com

fluorescéncia e designadas como Ug87MG. EGFR, U87MG.DK,
U87MG.wtEGFR, LN-7Z308. EGFR, LN-7Z308.DK, LN-7Z308, wtEGFR,
A1207. EGFR, A1207.DK e A1207.wtEGFR, respetivamente. Cada uma

foi mantida em meio contendo G418 (linhas celulares U87MG, 400
pg/ml; linhas celulares LN-2Z308 e A1207, 800 pg/ml).

As células U87MG. EGFR foram implantadas
intracranianamente em ratinhos nus e os tratamentos comecaram
no mesmo dia. 10> células em 5 pl de PBS foram implantadas no
corpo estriado direito dos cérebros de ratinhos nus. A terapia
sistémica com mAb 806 ou o controlo do isotipo IgG2b, foi
alcancada através de injecédo i.p. de 1 mg de mAb num volume de
100 pl dia sim, dia n&o desde o dia 0 pés—-implantacdo até ao
dia 14. Para terapia direta dos tumores U87MG. EGFR
intracerebrais, foram injetados 10 ug de mAb 806 ou do
controlo do isotipo IgG2b, num volume de 5 upl no local de
injecdo do tumor dia sim, dia ndo a comegar no dia 1 durante 5
dias.

Os animais tratados com PBS ou IgG de controlo do isotipo
tiveram uma sobrevivéncia mediana de 13 dias, enquanto os
ratinhos tratados com mAb 806 tiveram um aumento de 61,5% na
sobrevivéncia mediana até aos 21 dias (P<0,001).

O tratamento de ratinhos 3 dias pds—-implantacdo, apds
estabelecimento do tumor, também prolongou a sobrevivéncia
mediana dos animais tratados com mAb 806 em 46,1% (de 13 dias
a 19 dias; P<0,01) em comparacao com a dos grupos de controlo.

Para determinar se estes efeitos antitumorais do mAb 806
se estendiam para além dos xenoenxertos U8T7MG. EGFR, foram
administrados tratamentos semelhantes a animais possuindo
xenoenxertos de células de glioma LN-Z308. EGFR e A1207. EGFR.
A sobrevivéncia mediana dos ratinhos tratados com mAb 806
possuindo xenoenxertos LN-zZ308. EGFR foi prolongada de 19 dias
para os controlos para 58 dias (P<0,001). Notavelmente, quatro
dos oito animais tratados com mAb 806 sobreviveram para além
de 60 dias. A sobrevivéncia mediana dos animais possuindo
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xenoenxertos Al1207. EGFR foi ta@h prolongada de 24 dias para
os controlos para 29 dias (P<0,01).

O Tratamento com MAb 806 1Inibe o Crescimento de Tumores

Cerebrais que Sobre-expressam EGFR
Ratinhos possuindo xenoenxertos U87MG. EGFR e LN-
7z308. EGFR foram sujeitos a eutéaia no dia 9 e dia 15,

respetivamente. Secc¢des dos tumores foram histopatologicamente
analisadas e os volumes dos tumores foram determinados.
Consistente com os resultados observados para a sobrevivéncia
animal, o tratamento com mAb 806 reduziu significativamente os

volumes em cerca de 90% dos xenoenxertos U8TMG. EGFR (P<0,001)
e LN-Z308. EGFR em mais de 95% (P<0,001) em compagdo com OS

grupos de controlo. Foram obtidos resultados semelhantes para
animais possuindo tumores Al1207. EGFR (red@o do volume em
65%, P<0,01).

O Tratamento Intratumoral com mAb 806 Prolonga a Sobrevivéncia

de Ratinhos Possuindo Tumores Cerebrais U8TMG. EGFR

Foi também determinada a eficédcia de injecédo intratumoral
direta do mAb 806 para o) tratamento de xenoenxertos
U87MG. EGFR. Foram dadas aos animais injecdes intratumorais de
mAb 806 ou IgG de controlo do isotipo um dia apds a
implantacd&o. Os animais de controlo sobreviveram durante 15
dias, enquanto os ratinhos tratados com mAb 806 permaneceram
vivos durante 18 dias (P<0,01). Embora e} tratamento
intratumoral com mAb 806 tenha sido de algum modo eficaz,
implicou as dificuldades de multiplas injec¢des intracranianas
e maior risco de infecdo. Por essa razdo centrdmo-nos nos
tratamentos sistémicos para mais estudos.

O Tratamento com mAb 806 Prolonga Ligeiramente a Sobrevivéncia

de Ratinhos Possuindo Xenoenxertos Intracranianos U87MG.wtEGFR
mas nao U87MG nem U87MG.DK

Para determinar se a inibicdo do crescimento através de
mAb 806 era seletiva para tumores expressando EGFR, trémos
animais possuindo xenoenxertos <cerebrais U87MG, U87MG.DK
( EGFR deficiente em quinase) e U87MG.wtEGFR. O tratamento com
mAb 806 ndo prolongou a sobrevivéncia dos ratinhos implantados
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com tumores UB87MG gue expressavam um baixo nivel de EGFR de
tipo selvagem enddgeno (wtEGFR) nem de animais possuindo
xenoenxertos U8T7MG.DK gue sobre-—-expressam um EGFR deficiente
em guinase, para além de um baixo nivel de wtEGFR enddgeno. O
tratamento com mAb 806 prolongou ligeiramente a sobrevivéncia
de ratinhos possuindo tumores U87MG.wLEGFR (P<0, 05,
sobrevivéncia mediana de 23 dias versus 26 dias para 0S grupos
de controlo) gque sobre-expressam wtEGFR.

A Reatividade de MAb 806 Correlaciona-—se com Eficécia

Antitumoral In Vivo

Para compreender o efeito diferencial do mAb 806 em
tumores expressando varios niveis ou diferentes tipos de EGFR,
determindmos a reatividade do mAb 806 com varias células
tumorais através de andlise FACS. Consistente com relatdrios
anteriores, o anticorpo monoclonal anti-EGFR 528 reconheceu
tanto EGFR como wtEGFR e demonstrou uma cologdo mais forte
para as células U87MG. EGFR em comparacdao com as células
U87MG. Em contraste, o anticorpo EGFR.1 reagiu com wtEGFR mas
ndo com EGFR, uma vez que asétulas U8TMG. EGFR foram téao
fracamente reativas quanto as células U87MG. Este anticorpo
EGFR.1 reagiu com UB87MG.wtEGFR mais intensamente gque com as
células U87TMG, uma vez que as células U8TMG.wtEGFR sobre-
expressam wtEGFR. Embora o mAb 806 tenha reagido intensamente
com as células U8TMG. EGFR e U87MG.DK e n&do com as células
U87MG, reagiu fracamente com UB87MG.wtEGFR, indicando que o

mAb 806 €& seletivo para EGFR com uma fraca reatividade
cruzada para o) wtEGEFR sobre—-expresso. Este nivel de
reatividade com U87MG.wtEGFR foi quantitativamente e

qualitativamente semelhante ao prolongamento da sobrevivéncia
mediado pelo tratamento com o anticorpo.

Determindmos também a especificidade do mAb 806 através
de imunoprecipitacdo. Os EGFR em varias linhas celulares foram
imunoprecipitados com anticorpo 528, EGFR.1 e mAb 806. As
membranas de proteinas separadas eletroforeticamente foram
entdo sondadas com o anticorpo anti-EGFR, Cl13, que reconhece
wtEGFR bem como EGFR e DK. Consistente com a &hise FACS o
anticorpo 528 reconheceu o0s recetores wtEGFR e mutante,
enquanto o anticorpo EGFR.1 reagiu com wtEGFR mas nao com a
espécie mutante. Para além disso, os niveis de recetores
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mutantes em células U87MG. EGFR e U87MG.DK sédo compardveis aos
de wtEGFR nas células U87MG.wtEGFR. No entanto, o anticorpo
mAb 806 foi capaz de precipitar apenas uma pequena quantidade
do wWtEGFR a partir dos 1lisados celulares de U87MG.wtEGFR em
comparacgao com a quantidade maior de recetor mutante
precipitada a partir de células U8T7MG. EGFR e U87MG.DK e uma
quantidade indetetével a partir das células U87MG.
Coletivamente, estes dados sugerem que o mAb 806 reconhece um
epitopo em EGFR que ta@éi existe numa pequena fracdo de
wtEGFR apenas quando é sobre-expresso a superficie celular.

O Tratamento com mAb 806 Reduz a Autofosforilacdo de EGFR e
Regula Negativamente a Expressdo de Bcl.X; em Tumores
Cerebrais U8T7MG. EGFR

Investigadmos depois os mecanismos subjacentes a inibicéo
do crescimento por mAb 806. Uma vez que a atividade de quinase
constitutivamente ativa e a autofosforilacdo do terminal
carboxilo de EGFR sao essenciais para as suas funcgdes
bioldégicas determindmos o status de fosforilacao de EGFR em
tumores de animais tratados e de controlo. Verificou-se que o
tratamento com mAb 806 reduziu dramaticamente a
autofosforilacdo de EGFR, apesar dosimeis do recetor serem
apenas ligeiramente menores nos xenoenxertos tratados com
mAb 806. Mostramos anteriormente que a autofosforilacdo do
recetor causa regulagdo positiva do gene anti-apoptdético, Bcl-
X1, gque tem um papel chave na reducdao da apoptose de tumores
que sobre-expressam EGFR. Por essa rag, determinamos a
segulir o efeito do tratamento com mAb 806 na expressdo de Bcl-
Xy. Os tumores com EGFR de animais tratados com mAb 806
mostraram de facto niveis reduzidos de Bcl-Xi.

O Tratamento com mAb 806 Diminui o Crescimento e a Angiogénese

e Aumenta a Apoptose em Tumores U8TMG. EGFR

A luz da supressdo in vivo causada pelo tratamento com
mAb 806 e pelos seus efeitos bioquimicos na sinalizacdo do
recetor, determindmos a velocidade de proliferacdo de tumores
de ratinhos de controlo ou tratados. O indice proliferativo,
medido através de coloracdo de Ki-67 dos tumores tratados com
mAb 806, foi significativamente inferior aos dos tumores de
controlo (P< 0,001). Adicionalmente, a andlise do indice
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apoptdtico através de coloracdo TUNEL demonstrou um aumento
significativo no numero de células apoptdéticas em tumores
tratados com mAb 806 em comparacgdao com o0s tumores de controlo
(P< 0,001). A extensdao da vascularizagdo tumoral foi também
analisada através de imunocoloracdo de tumores de espécimes
tratados e de controlo para CD31l. Para quantificar a
vascularizacdo tumoral, foram medidas &reas microvasculares
(MVA) utilizando andlise computorizada de imagem. Os tumores
tratados com mAb 806 mostraram 30% menos MVA que os tumores de
controlo (P<0,001). Para compreender se a interacdo entre o
recetor e 0 anticorpo pode desencadear uma resposta
inflamatdéria, cordmos secgdes tumorais gquanto ao marcador de
macréfagos, F4/80 e o marcador de células NK, asialo GMl. Os
macréfagos foram identificados ao longo da matriz tumoral e
especialmente acumulados em torno da periferia do tumor
U87MG. EGFR tratado com mAb 806. Observamos pouca células NK
infiltradas e em torno dos tumores e ndo observadmos diferenca
significativa entre os tumores tratados com mAb 806 e com
controlo do isotipo.

EXEMPLO 17
IMUNOTERAPIA DE COMBINAQAO COM mAb806 E mAb528

De certeza que isto funciona? O exemplo estd num formato
de algum modo diferente dos outros que o antecedem.

As experiéncias aqui expostas descrevem o trabalho in
vivo desenhado para determinar a eficdcia dos anticorpos de
acordo com este invento.

Foram utilizados ratinhos nus fémea, 4-6 semanas de
idade, como animais experimentais. Os ratinhos receberam
inoculagdes subcutdneas de 3x10% células tumorais em cada um
dos flancos.

Os animais receberam células U87MG.D2-7, TU87MG.DK ou
A431, todas as quais estdo descritas supra. A terapia comecou
quando os tumores cresceram até um tamanho suficiente.

Os ratinhos receberam entdo injegcdes de um de (i) solucéo
salina tamponada com fosfato, (ii) mAb 806 (0,5 mg/injecédo),
(iii) mAb 528 (0,5 mg/injecdo) ou (iv) uma combinacdo de ambos
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0s mAb. Em relacdo a “(iv)"”, os diferentes grupos de ratinhos
receberam 0,5 mg/injecdo de cada mAb ou 0,25 mg/injecdo de
cada mAb.

O primeiro grupo de ratinhos examinado foili daqueles que
receberam injecbes de U8TMG.D2-7 injecbes. O protocolo de
tratamento comecou 9 dias apds a inoculacdo e continuou,
3 vezes por semana durante 2 semanas (i.e., o0s animais foram
inoculados 9, 11, 13, 16, 18 e 20 dias apds serem injetados
com as células). No inicio do protocolo de tratamento, o
didmetro médio do tumor foi de 115 mm?®. Cada grupo continha
50 ratinhos, cada um com dois tumores.

Dentro do grupo de ratinhos que receberam a combinacdo de
anticorpos (0,5 mg/injecdo de cada), houve trés regressdes
completas. Nao houve regressdes em nenhum dos outros grupos. A
Figura 18A mostra os resultados graficamente.

Num segundo grupo de ratinhos os materiais injetados
foram os mesmos exceto que a terapia de combinacdo continha
0,25 mg de cada anticorpo por injecdo. As injecbes foram dadas
10, 12, 14, 17, 19 e 21 dias apds a inoculagdo com as células.
No inicio da terapia o tamanho médio dos tumores foi de 114
mm®. Os resultados s&o mostrados na Figura 18B.

O terceiro grupo de ratinhos recebeu inoculacdes de
UB7MG.DK. As injecgdes terapéuticos iniciaram-se 18 dias apds a
inoculacd&o com as células e continuou nos dias 20, 22, 25, 27
e 29. 0 tamanho tumoral médio no inicio do tratamento foi de
107 mm?*. A Figura 18C resume o0s resultados. As 1injecdes
terapéuticas foram as mesmas que no primeiro grupo.

Finalmente, o quarto grupo de ratinhos, que foi inoculado
com células A431, recebeu injegdes como nos grupos I e III,
aos 8, 10, 12 e 14 dias apds inoculacdo. No inicio, o tamanho
tumoral médio foi de 71 mm®. Os resultados sdo mostrados na
Figura 18D.

Os resultados indicaram que a terapia de combinacdo de
anticorpos mostrou um efeito sinérgico na reducdo de tumores.
Ver Figura 18A. Um efeito semelhante foil observado a uma dose
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inferior, como na Figura 18B, indicando que o efeito nao é
simplesmente devido aos niveis de dosagem.

A terapia de combinagdo nao 1inibiu o crescimento de
U87MG.DK (Figura 18C), indicando que a fungdo imunitaria do
anticorpo nédo era a causa para a diminuicdo observada nas
Figuras 18A e 18B.

Nota-se que, tal como mostrado na Figura 18D, a terapia
de combinacgdo exibiu também eficdcia sinérgica em tumores
A431, com 4 doses a conduzirem a uma taxa de resposta 60%
completa. Estes dados sugerem que a molécula EGFR reconhecida
por mAb806 é funcionalmente diferente da inibida por 528.

Referéncias

1. Wikstrand, C. J., McLendon, R. E., Friedman, A. H., e
Bigner, D. D. Cell surface localization and density of the
tumor—-associated wvariant of the epidermal growth factor
receptor, EGFRvIII, Cancer Res. 57: 4130-40, 1997.

2. Olapade-0Olaopa, E. 0., Moscatello, D. K., MacKay, E. H.,
Horsburgh, T., Sandhu, D. P., Terry, T. R., Wong, A. J., e
Habib, F. K. Evidence for the differential expression of a
variant EGF receptor protein in human prostate cancer, Br
J Cancer. 82: 186-94, 2000.

3. Wikstrand, C. J., Hale, L. P., Batra, S. K., Hill, M. L.,
Humphrey, P. A., Kurpad, S. N., McLendon, R. E.,
Moscatello, D., Pegram, C. N., Reist, C. J., e et al.
Monoclonal antibodies against EGFRvVIII are tumor specific
and react with breast and lung carcinomas and malignant
gliomas, Cancer Res. 55: 3140-8,1995.

4. Garcia de Palazzo, I. E., Adams, G. P., Sundareshan, P.,
Wong, A. J., Testa, J. R., Bigner, D. D., e Weiner, L. M.
Expression of mutated epidermal growth factor receptor by
non-small cell lung carcinomas, Cancer Res. 53: 3217-20,
1993.

5. Ekstrand, A. J., Sugawa, N., James, C. D., e Collins, V.
P. Amplified and rearranged epidermal growth factor
receptor genes in human glioblastomas reveal deletions of



EP 2 163 256/PT

10.

11.

12.

116

sequences encoding portions of the N- and/or C-terminal
tails, Proc Natl Acad Sci U S A. 89: 4309-13, 1992.

Wong, A. J., Ruppert, J. M., Bigner, S. H., Grzeschik, C.
H., Humphrey, P. A., Bigner, D. S., e Vogelstein, B.
Structural alterations of the epidermal growth factor
receptor gene in human gliomas, Proc Natl Acad Sci U S A.
89: 2965-9,1992.

Yamazaki, H., Ohba, Y., Tamaoki, N., e Shibuya, M. A
deletion mutation within the 1ligand binding domain 1is
responsible for activation of epidermal growth factor
receptor gene in human brain tumors, Jpn J Cancer Res. 81:
773-9, 1990.

Yamazaki, H., Fukui, Y., Ueyama, Y., Tamaoki, N.,
Kawamoto, T., Taniguchi, S., e Shibuya, M. Amplification
of the structurally and functionally altered epidermal
growth factor receptor gene (c—erbB) in human brain
tumors, Mol Cell Biol. 8: 1816-20,1988.

Sugawa, N., Ekstrand, A. J., James, C. D., e Collins, V.
P. Identical splicing of aberrant epidermal growth factor
receptor transcripts from amplified rearranged genes in
human glioblastomas, Proc Natl Acad Sci U S A. 87: 8602-
6,1990.

Nishikawa, R., Ji, X. D., Harmon, R. C., Lazar, C. S.,
Gill, G. N., Cavenee, W. K., e Huang, H. J. A mutant
epidermal growth factor receptor common in human glioma
confers enhanced tumorigenicity, Proc Natl Acad Sci U S A.
91: 7727-31, 1994.

Batra, S. K., Castelino-Prabhu, S., Wikstrand, C. J., Zhu,
X., Humphrey, P. A., Friedman, H. S., e Bigner, D. D.
Epidermal growth factor ligand-independent, unregulated,
cell- transforming potential of a naturally occurring
human mutant EGFRvVIII gene, Cell Growth Differ. 6: 1251-9,
1995.

Nagane, M., Coufal, F., Lin, H., Bogler, 0., Cavenee, W.
K., e Huang, H. J. A common mutant epidermal growth factor
receptor confers enhanced tumorigenicity on human



EP 2 163 256/PT

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

117

glioblastoma cells by increasing proliferation and
reducing apoptosis, Cancer Res. 56: 5079-86, 1996.

Wikstrand, C. J., Reist, C. J., Archer, G. E., Zalutsky,
M. R., e Bigner, D. D. The class III variant of the
epidermal growth factor receptor (EGFRVIII):
characterization and utilization as an immunotherapeutic
target, J Neurovirol. 4: 148-58, 1998.

Humphrey, P. A., Wong, A. J., Vogelstein, B., Zalutsky, M.
R., Fuller, G. N., Archer, G. E., Friedman, H. S., Kwatra,
M. M., Bigner, S. H., e Bigner, D. D. Anti-synthetic
peptide antibody reacting at the fusion Junction of
deletion-mutant epidermal growth factor receptors in human
glioblastoma, Proc Natl Acad Sci U S A. 87: 4207-11,1990.

Okamoto, S., Yoshikawa, K., Obata, Y., Shibuya, M., Aocki,
S., Yoshida, J., e Takahashi, T. Monoclonal antibody
against the fusion junction of a deletion-mutant epidermal
growth factor receptor, Br J Cancer. 73: 1366-72, 1996.

Hills, D., Rowlinson-Busza, G., e Gullick, W. J. Specific
targeting of a mutant, activated EGF receptor found in
glioblastoma using a monoclonal antibody, Int J Cancer.
63: 537-43, 1995.

Moscatello, D. K., Holgado-Madruga, M., Godwin, A. K.,
Ramirez, G., Gunn, G., Zoltick, P. W., Biegel, J. A.,
Hayes, R. L., e Wong, A. J. Frequent expression of a
mutant epidermal growth factor receptor in multiple human
tumors, Cancer Res. 55: 5536-9, 1995.

Baselga, J., Pfister, D., Cooper, M. R., Cohen, R.,
Burtness, B., Bos, M., D'Andrea, G., Seidman, A., Norton,
L., Gunnett, K., Falcey, J., Anderson, V., Waksal, H., e
Mendelsohn, J. Phase I Studies of Anti-Epidermal Growth
Factor Receptor Chimeric Antibody €225 Alone and in
Combination With Cisplatin, J Clin Oncol. 18: 904,2000.

Faillot, T., Magdelenat, H., Mady, E., Stasiecki, P.,
Fohanno, D., Gropp, P., Poisson, M., e Delattre, J. Y. A
phase I study of an anti-epidermal growth factor receptor
monoclonal antibody for the treatment of malignant
gliomas, Neurosurgery. 39: 478-83, 1996.



EP 2 163 256/PT

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

118

Ponten, J. e Macintyre, E. H. Long term culture of normal
and neoplastic human glia, Acta Pathol Microbiol Scand.
74: 465-86, 1968.

Masui, H., Kawamoto, T., Sato, J. D., Wolf, B., Sato, G.,
e Mendelsohn, J. Growth inhibition of human tumor cells in
athymic mice by anti- epidermal growth factor receptor
monoclonal antibodies, Cancer Res. 44: 1002-7, 1984.

Domagala, T., Konstantopoulos, N., Smyth, F., Jorissen, R.
N., Fabri, L., Geleick, D., Lax, I., Schlessinger, J.,
Sawyer, W., Howlett, G. J., Burgess, A. W., e Nice, E. C.
Stoichiometry, kinetic and Dbinding analysis of the
interaction between Epidermal Growth Factor (EGF) and the
Extracellular Domain of the EGF receptor., Growth Factors.
18: 11-29,2000.

Lindmo, T., Boven, E., Cuttitta, F., Fedorko, J., e Bunn,
P. A., Jr. Determination of the immunoreactive fraction of
radiolabeled monoclonal antibodies by linear extrapolation
to binding at infinite antigen excess, J Immunol Methods.
72: 77-89, 1984.

Huang, H. S., Nagane, M., Klingbeil, C. K., Lin, H.,
Nishikawa, R., Ji, X. D., Huang, C. M., Gill, G. N.,
Wiley, H. S., e Cavenee, W. K. The enhanced tumorigenic
activity of a mutant epidermal growth factor receptor
common 1in human cancers 1is mediated by threshold levels of
constitutive +tyrosine phosphorylation and unattenuated
signaling, J Biol Chem. 272: 2927-35, 1997.

Reist, C. J., Archer, G. E., Wikstrand, C. J., Bigner, D.
D., e Zalutsky, M. R. Improved targeting of an anti-
epidermal growth factor receptor wvariant III monoclonal
antibody 1in tumor xenografts after labeling using N-
succinimidyl 5-iodo-3-pyridinecarboxylate, Cancer Res. 57:
1510-5, 1997.

Santon, J. B., Cronin, M. T., MacLeod, C. L., Mendelsohn,
J., Masui, H., e Gill, G. N. Effects of epidermal growth
factor receptor concentration on tumorigenicity of A431
cells in nude mice, Cancer Res. 46: 4701-5, 1986.



EP 2 163 256/PT

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

119

voldborg, B. R., Damstrup, L., Spang-Thomsen, M., e
Poulsen, H. S. Epidermal growth factor receptor (EGFR) and
EGFR mutations, function and possible role in <clinical
trials, Ann Oncol. 8: 1197-206, 1997.

den Eynde, B. e Scott, A. M. Tumor Antigens. em: P. J.
Delves and I. M. Roitt (eds.), Encyclopedia of Immunology,
Second Edition edition, pp. 2424-31. London: Academic
Press, 1998.

Seymour, L. Novel anti-cancer agents 1in development:
exciting prospects and new challenges, Cancer Treat Rev.
25: 301-12, 1999.

Sturgis, E. M., Sacks, P. G., Masui, H., Mendelsohn, J., e
Schantz, S. P. Effects of antiepidermal growth factor
receptor antibody 528 on the proliferation and
differentiation of head and neck cancer, Otolaryngol Head
Neck Surg. 111: 633-43, 1994.

Goldstein, N. I., Prewett, M., Zuklys, K., Rockwell, P., e
Mendelsohn, J. Biological efficacy of a chimeric antibody
to the epidermal growth factor receptor in a human tumor
xenograft model, Clin Cancer Res. 1: 1311-8, 1995.

Reist, C. J., Archer, G. E., Kurpad, S. N., Wikstrand, C.
J., Vaidyanathan, G., Willingham, M. C., Moscatello, D.
K., Wong, A. J., Bigner, D. D., e Zalutsky, M. R. Tumor-
specific anti-epidermal growth factor receptor variant III
monoclonal antibodies: wuse of the tyramine-cellobiose
radioiodination method enhances <cellular retention and
uptake in tumor xenografts, Cancer Res. 55: 4375-82, 1995.

Reist, C. J., Garg, P. K., Alston, K. L., Bigner, D. D., e
Zalutsky, M. R. Radioiodination of internalizing
monoclonal antibodies wusing N- succinimidyl 5-iodo-3-
pyridinecarboxylate, Cancer Res. 56: 4970-7, 1996.

Press, O. W., DeSantes, K., Anderson, S. K., e Geissler,
F. Inhibition of catabolism of radiolabeled antibodies by
tumor cells using lysosomotropic amines and carboxylic
ionophores, Cancer Res. 50: 1243-50, 1990.

Reist, C. J., Batra, S. K., Pegram, C. N., Bigner, D. D.,
e Zalutsky, M. R. In vitro and in vivo behavior of



EP 2 163 256/PT
120

radiolabeled chimeric anti-EGFRvIII monoclonal antibody:
comparison with its murine parent, Nucl Med Biol. 24: 639-
47, 1997.

36. Mineo, C., Gill, G. N., e Anderson, R. G. Regulated
migration of epidermal growth factor receptor from
caveolae, J Biol Chem. 274: 30636-43, 1999.

37. Gunther, N., Betzel, C., e Weber, W. The secreted form of
the epidermal growth factor receptor. Characterization and
crystallization of the receptor-ligand complex, J Biol
Chem. 265: 22082-5, 1990.

EXEMPLO 18

NOVO ANTICORPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA O RECETOR DO FATOR
DE CRESCIMENTO EPIDERMICO (EGFR) DE2-7 QUE TAMBEM RECONHECE O
EGFR EXPRESSO EM CELULAS CONTENDO AMPLIFICAQAO DO GENE DE EGFR

As seguintes experiéncias foram apresentadas em Johns et
al., Int. J. Cancer 98, 2002 e no pedido co-pendente com o N.?2
de Série 60/342,258 apresentado a 21 de Dezembro de 2001.

O anticorpo monoclonal mAb 806 foi estudado e foram
desenvolvidos dados adicionais respeitantes as suas
caracteristicas de ligacéao ao recetor de EGF, que
adicionalmente sao corroborativos dos dados aqui apresentados
inicialmente. Assim, 0O seguinte representa uma revisdo e uma
apresentacdao do material exposto no pedido de patente e
publicacéo correspondente.

O anticorpo monoclonal (MAb 806) supera potencialmente as
dificuldades associadas ao direcionamento do EGFR expresso
para a superficie de células tumorais. O mAb 806 ligou-se a
células de glioma U87MG transfectadas com EGFR de2-7
(UBTMG. 2-7) com elevada afinidade (~1x10M'), mas nao se
ligou as células parentais que expressam o EGFR de tipo
selvagem. Consistente com esta observagdo, o mAb 806 foi
incapaz de se ligar a uma versdo soluvel do EGFR de tipo
selvagem contendo o dominio extracelular. Em contraste, a
imobilizagdo deste dominio extracelular em placas de ELISA
induziu a saturacdo e ligacdo de resposta a dose do mAb 806,
sugerindo que o mAb 806 se pode ligar ao EGFR de tipo selvagem
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sob certas condigbes. O mAb 806 também se ligou a superficie
de células A431, que devido a uma amplificagdo do gene de EGFR
expressam grandes qguantidades do EGFR. Interessantemente, o
mAb 806 apenas reconheceu 10% das moléculas EGFR totais
expressas pelas células A431 e a afinidade de 1ligagdo foi
inferior a determinada para o EGFR de2-7. 0O mAb 806 alvejou
especificamente xenoenxertos UBT7MG. 2-7 e A431 criados em
ratinhos nus com niveis de pico em =xenoenxertos U8TMG. -2
detetados 8 h apds a injecdo. Nao foi observado direcionamento
especifico para xenoenxertos U87MG parentais. Apds ligacdo a
células U8TMG. 2=-7, o mAb 806 foi rapidamente internalizado
através de macropinocitose e subsequentemente transportado
para lisossomas, um processo que provavelmente contribui para
0 pico de direcionamento inicial observado nos xenoenxertos.
Assim, o mAb 806 pode ser utilizado para alvejar células
tumorais contendo amplificacdo do gene de EGFR ou EGFR de2-7
mas nédo se liga ao EGFR de tipo selvagem quando expresso a

superficie celular.

Tal como discutido acima, o mAb 806 é especifico para o
EGFR de2-7, contudo liga-se a um epitopo distinto do péptido
de Jjungdo uUnico. Interessantemente, enquanto o mAb 806 néo
reconheceu o EGFR de tipo selvagem expresso a superficie de
células de glioma, também ndo se ligou ao dominio extracelular
do EGFR de tipo selvagem imobilizado na superficie de placas
de ELISA. Para além disso, o mAb 806 ligou-se a superficie de
células A431, que tém uma amplificacgdo do gene de EGFR mas néo
expressam o EGFR de2-7. Por essa razao, €& possivel que o
mAb 806 possa ser utilizado para alvejar especificamente
tumores com EGFR amplificado independentemente do seu status
de EGFR de2-7, embora oS nossos resultados sugiram que oS
tumores co-expressando o recetor mutado mostrariam ainda
direcionamento preferencial. Uma vez que o mAb 806 nao se liga
ao recetor de tipo selvagem na auséncia de amplificacdo do
gene, nao haveria tomada em tecido normal, um potencial
problema associado a anticorpos de EGFR atualmente em
desenvolvimento.18.1°



EP 2 163 256/PT
122

MATERIAL e METODOS
MAb e linhas celulares

A linha celular de astrocitoma U87MG foi anteriormente
descrita em detalhe.?? Esta linha celular foi infetada com um
retrovirus contendo o EGFR de2-7 para produzir a linha celular

U87MG. 2-%, As células de carcinoma escamoso humano A431
foram obtidas em ATCC (Rockville, MD). Estas linhas celulares
foram cultivadas em DMEM/F-12 com GlutaMAX™ (Life

Technologies, Melbourne, Austrédlia) suplementado com FCS a 10%
(CSL, Melbourne, Austrdlia). A 1linha de células pro-B de
murideo BaF/3, que ndo expressa quaisquer moléculas conhecidas
relacionadas com EGFR, foi transfectada com EGFR deZ2-7 tal
como descrito acima. O anticorpo DH8.3 (IgGl) foi descrito
anteriormente e foi obtido apdés imunizacdo de ratinhos com o
péptido de Jjungdo Unico encontrado em EGFR de2-7.1¢ O mAb 806
(IgG2b) foi produzido apdés imunizacdo de ratinhos com
fibroblastos de ratinho NR6 transfectados com o EGFR dez2-7.
Foi selecionado para melhor caracterizacdo uma vez dgque O0S
ensaios de hemaglutinacdo mostraram um elevado titulo contra
células NR6. EGFR mas fundos baixos emédulas NR6.wtEGFR. O
anticorpo 528, que reconhece tanto de2-7 como EGFR de tipo
selvagem, foi descrito anteriormente?! e foi produzido na
Biological Production Facility (Ludwig Institute for Cancer
Research, Melbourne) utilizando um hibridoma obtido em ATCC. O
anticorpo policlonal sc-03 dirigido ao dominio COOH-terminal
do EGFR foi adgquirido em Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CAa) .

Outros reagentes

0O dominio extracelular recombinante (aminocdcidos 1-621)
do EGFR de tipo selvagem (sSEGFR) foi produzido tal como
anteriormente descrito.?? 0 péptido de juncao anico
biotinilado (Biotina-LEEKKGNYVVTDH) de EGFR de2-7 foi
sintetizado através de qguimica Fmoc padrdo e a pureza (>96%)
foi determinada através de HPLC de fase inversa e analise
espectral de massa (Auspep, Melbourne, Austréalia).

Analise FACS

As células foram marcadas com © anticorpo relevante
(10 pg/ml) seguido de anti-IgG de ratinho de cabra conjugado
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com fluoresceina (diluicdo 1:100; Calbiochem, San Diego, CA).
Os dados de FACS foram obtidos num Coulter Epics Elite ESP
através da observacdo de um minimo de 5000 eventos e
analisados utilizando EXPO (versdo 2) para Windows.

Ensaios ELISA

Foram utilizados dois tipos de ELISA para determinar a
especificidade dos anticorpos. No primeiro ensaio, as placas
foram revestidas com Segfr (10 pg/ml em tampdo carbonato 0,1 M
pH 9,2) durante 2 h e depois blogqueadas com albumina de soro
humano a 2% (HSA) em PBS. Os anticorpos foram adicionados a
pocos em triplicado a concentracdes crescentes em HSA a 2% em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). O anticorpo ligado
foi detetado através de anti-IgG de ratinho de ovelha
conjugado com peroxidase de réabano (Silenus, Melbourne,
Austrdlia) wutilizando ABTS (Sigma, Sydney, Austrdlia) como
substrato e a absorvéncia medida a 405 nm. No segundo ensaio,
o péptido especifico de de2-7 biotinilado foi ligado a placas
de ELISA pré-revestidas com estreptavidina (Pierce, Rockford,
Illinois). Os anticorpos foram ligados e detetados como no
primeiro ensaio.

Analise Scatchard

Os anticorpos foram marcados com 12°I (Amrad, Melbourne,
Austréalia) através do método de cloramina T e a
imunorreatividade foi determinada através de ensaio de
Lindmo.%® Todos os ensaios de ligacdo foram efetuados em HSA a
1%/PBS em 1-2x10°% células U87MG. -Z ou A431 vivas durante 90
min a 42C com rotacdo suave. Uma concentracdo estabelecida de
10 ng/ml de anticorpo marcado com 145 foi wutilizada na
presenca de concentragdes crescentes do anticorpo nédo marcado
apropriado. A ligagdo ndo especifica foi determinada na
presengca de um excesso de 10000 wvezes de anticorpo néo
marcado. Nem o mAb 806 nem o anticorpo DH8.3 radiomarcados com
1257 gse ligaram a células U87MG parentais. Apds a incubacdo
estar completa, as células foram lavadas e contadas quanto ao
anticorpo marcado com 1251 ligado utilizando um contador gama
COBRA II (Packard Instrument Company, Meriden, CT). A anédlise
Scatchard foi feita apds correcédo para a imunorreatividade.
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Ensaio de Internalizacdo

Células U8TMG. -2 foram incubadas com o mAb 806 ou o
anticorpo DH8.3 (10 pg/ml) durante 1 h em DMEM a 4°C. Apds
lavagem, as células foram transferidas para DMEM pré-aquecido
até 37eC e foram tomadas aliquotas a varios momentos apds
incubacdo a 37¢C. A internalizacdo foi parada através de
lavagem imediata das aligquotas em tampdo de lavagem gelado
(HSA a 1%/PBS). No termo do decurso de tempo as células foram
coradas através de FACS tal como descrito acima. A percentagem
de internalizacdo foi calculada através de comparacadao da
coloracéo do anticorpo da superficie em varios momentos até ao
tempo zero utilizando a férmula: percentagem de anticorpo
internalizado = (fluorescéncia média no momentox -
fluorescéncia de fundo)/(fluorescéncia média no momento 0 -
fluorescéncia de fundo)x100. Este método foi wvalidado num
ensaio utilizando um anticorpo iodado (MAb 806) para medir a
internalizacgao tal como anteriormente descrito.?4 As
diferengas na taxa de internalizacd&o a diferentes momentos
foram comparadas utilizando teste t de Student.

Microscopia eletrénica de células U87MG. 2-7

Células U87MG. -4 foram criadas em laminas de cémaras
revestidas com gelatina (Nunc, Naperville, 1IL) até 80% de
confluéncia e depois lavadas com DMEM gelado. As células foram
entdo incubadas com mAb 806 ou o anticorpo DH8.3 em DMEM
durante 45 min a 4°C. Apds lavagem, as células foram incubadas
durante mais 30 min com anti-IgG de ratinho conjugado com ouro
(particulas de 20 nm) (BBInternational, Cardiff, UK) a 4°C.
Apds outra lavagem, foi adicionado as células DMEM/FCS a 10%
pré-aquecido, que foram incubadas a 37¢C durante varios tempos
de 1-60 min. A internalizacdo do anticorpo foi parada através
de meio gelado e as células fixadas com glutaraldeido a 2,5%
em PBS/HSA a 0,1% e depois pdés—-fixadas em tetradxido de désmio
a 2,5%. Apds desidratacdo através de uma série graduada de
acetona, as amostras foram impregnadas em resina
Epon/Araldite, cortadas como secgldes ultrafinas com um
micrétomo Reichert Ultracut-S (Leica) e colhidas em redes de
niquel. As secg¢bes foram coradas com acetato de uranilo e
citrato de chumbo antes de serem observadas num microscédpio
eletrdénico de transmissdo Philips CM12 a 80 kV. A anédlise
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estatistica dos grédos de ouro dentro das depressdes revestidas
foi efetuada utilizando um teste de <.

Estudos de imunoprecipitacdo

As células foram marcadas durante 16 h com 100 pCi/ml de
Tran3’S—-Label (ICN Biomedicals, CA) em DMEM sem
metionina/cisteina suplementado com FCS dialisado a 5%. Apds
lavagem com PBS, as células foram colocadas em tampdo de lise
(Triton X-100 a 1%, HEPES 30 mM, NaCl 150 mM, AEBSF 500 uM,
aprotinina 150 nM, inibidor de proteases E-64 1 uM, EDTA
0,5 mM e Ileupeptina 1 pM, pH 7,4) durante 1 h a 4¢C. Os
lisados foram clarificados através de centrifugacdo durante
10 min a 12 000g, depois incubados com 5 pug de anticorpo
apropriado durante 30 min a 4°C antes da adicdo de Proteina A-
Sepharose. Os imunoprecipitados foram lavados 3 vezes com
tampdo de lise, misturados com tampdo de amostra SDS,
separados através de eletroforese em gel utilizando um gel de
Tris/glicina a 4-20% que foi entdo seco e exposto a pelicula
de raios X.

Biodistribuig¢do em ratinhos nus possuindo tumores

Os xenoenxertos tumorais foram estabelecidos em ratinhos
nus BALB/c através de injecdo s.c. de 3x10¢ células U8TMG,
U87MG. 2=7 ou A431l. A expressao de EGFR de2-7 em xenoenxertos
U87MG. 2= permanece estéavel ao longo do periodo de
biodistribuicdo medido através de imuno-histoquimica a varios
momentos (dados ndo mostrados). As células A431 também
mantiveram a sua reatividade com mAb 806 quando criadas como
xenoenxertos tumorais tal como determinado através de imuno-
histoquimica. As células U87MG ou A431 foram injetadas num
lado 7-10 dias antes das células U87MG. -2 serem injetadas no
outro lado devido a velocidade de crescimento mais rapida
observada para o0S xenoenxertos possuindo EGFR dez2-7. Os
anticorpos foram radiomarcados e avaliados quanto a
imunorreatividade tal como descrito acima e foram injetados em
ratinhos através da via retro-orbital quando os tumores tinham
100-200 mg de peso. Cada ratinho recebeu 2 anticorpos
diferentes (2 pg por anticorpo): 2 puCi de mAb 806 marcado com
25T e 2 pCi de DH8.3 ou 528 marcado com '¥'I. A menos que
indicado, grupos de 5 ratinhos foram sacrificados a varios
momentos pds—-injecdo e o sangue obtido através de puncgéao
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cardiaca. Os tumores, figado, Dbago, rins e pulmbdes foram
obtidos através de disseccédo. Todos os tecidos foram pesados e
avaliados gquanto a atividade de 12°T e 1311 wutilizando uma
janela de contagem de dois canais. 0Os dados foram expressos
para cada anticorpo como a percentagem de dose injetada por
grama de tumor (% ID/g de tumor) determinada através de
comparacdo com padrdes de dose injetados ou convertidos em
razbes de tumor para sangue/figado (i.e. % ID/g de tumor + %
ID/g de sangue ou figado). As diferencas entre grupos foram
analisadas através do teste t de Student. Apds injecdo de
mAb 806 radiomarcado, alguns tumores foram fixados em
formalina, impregnados em parafina, cortados em secgdes de 5
pm e depois expostos a pelicula de raios X (AGFA, Mortsel,
Bélgica) para determinar a localizacg&o do anticorpo através de

autorradiografia.

RESULTADOS

Ligagdo dos anticorpos as linhas celulares

Para confirmar a especificidade do mAb 806 e do anticorpo
DH8.3, a ligagé&o a células U87MG e U8TMG. 2-7 foi analisada
através de FACS. Um IgG2b de murideo irrelevante foi incluido
como um controlo do isotipo para mAb 806 e o anticorpo 528 foi
incluido uma vez que reconhece tanto o EGFR de2-7 como o de
tipo selvagem. Apenas o anticorpo 528 foili capaz de corar a
linha celular U87MG (Figura 1) consistente com relatérios
anteriores que demonstram gue estas células expressam o EGFR
de tipo selvagem.!® Tanto o mAb 806 como © anticorpo DHS8.3
tiveram niveis de ligacéo semelhantes ao anticorpo
irrelevante, demonstrando claramente que sdo incapazes de se
ligar ao recetor de tipo selvagem (Figura 1). A ligagédo do
anticorpo de controlo do isotipo a células U8TMG.A2-7 foi
semelhante a observada para as células U87MG. O mAb 806 e o
anticorpo DH8.3 imunocoraram células U887MG. 2-7, indicando que
estes anticorpos reconhecem especificamente o EGFR de2-7
(Figura 1). O anticorpo 528 corou U87MG. 2-7 com uma maior
intensidade que a célula parental uma vez que se liga tanto ao
recetor de2-7 como ao de tipo selvagem gque Sao CO—exXpressos
nestas células (Figura 1). Importantemente, o mAb 806 também
se ligou a linha celular BaF/3. -4, demonstrando que a co-
expressdo do EGFR de tipo selvagem ndo € um requisito para a
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reatividade do mAb 806 (Figura 1 mas dados ndo mostrados
aqui) .

Ligagdo dos anticorpos em ensaios ELISA

Para melhor caracterizar a especificidade do mAb 806 e do
anticorpo DH8.3, a sua ligacao foi examinada através de ELISA.
Tanto o mAb 806 como o anticorpo 528 apresentaram curvas de
ligacao dependentes da dose e de saturacdo ao sEGFR
imobilizado de tipo selvagem (Figura 2A). Uma vez que O
péptido de Jjuncéo uUnico encontrado no EGFR de2-7 ndo estéa
contido dentro do sEGFR, o mAb 806 tem de se 1ligar a um
epitopo situado dentro da sequéncia do EGFR de tipo selvagem.
A ligagdo do anticorpo 528 foi provavelmente inferior a
observada para o mAb 806 uma vez que reconhece um determinante
conformacional. Tal como esperado o anticorpo DH8.3 nao se
ligou ao sEGFR de tipo selvagem mesmo em concentracdes até 10
pg/ml (Figura 2A). Embora o sEGFR em solugdo tenha inibido a
ligagdo do anticorpo 528 ao sEGFR imobilizado de um modo
dependente da dose, este foi incapaz de inibir a ligacao de
mAb 806 (Figura 2B). Isto sugere que o mAb 806 apenas se pode
ligar a EGFR de tipo selvagem uma vez imobilizado em placas
ELISA, um processo que pode induzir alteracdes
conformacionais. Foram observados resultados semelhantes
utilizando um BIAcore por meio do qual o mAb 806 se ligou a
SsEGFR imobilizado mas o mAb 806 imobilizado né&o foi capaz de
se ligar a sSEGFR em solucao (dados né&o mostrados). Apds
desnaturacdo através de aquecimento durante 10 min a 95°C, o
SEGFR em solucdo foi capaz de inibir a ligacdo de mAb 806 a
SEGFR imobilizado (Figura 2C mas os dados nédo sédo aqui
mostrados), confirmando que o mAb 806 se pode ligar ao EGFR de
tipo selvagem sob certas condicdes. Interessantemente, o sSEGFR
desnaturado foi incapaz de inibir a ligacdo do anticorpo 528
(Figura 2C mas os dados ndo sao aqui mostrados), demonstrando
que este anticorpo reconhece um epitopo conformacional. O
anticorpo DH8.3 exibiu ligacdo dependente da dose e saturéavel
ao péptido uUnico de EGFR de2-7 (Figura 2D). Nem o mAb 806 nem
o anticorpo 528 se ligaram ao péptido, mesmo a concentracdes
superiores as utilizadas para obter ligacdo de saturacédo de
DHS8.3, indicando ainda que o mAb 806 nao reconhece um
determinante do epitopo dentro deste péptido.
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Analise Scatchard dos anticorpos

Foi efetuada uma andlise Scatchard utilizando células
U87MG. 2-7 para determinar a afinidade relativa de cada
anticorpo. Tanto o mAb 806 como o anticorpo DH8.3 mantiveram
uma elevada imunorreatividade quando iodados que foi
tipicamente superior a 90% para o mAb 806 e 45-50% para o
anticorpo DH8.3. O mAb 806 teve uma afinidade para o recetor
EGFR de2-7 de 1,1x10°2 M1 enquanto a afinidade de DH8.3 foi
umas 10 vezes inferior a 1,0x10% M. Nenhum dos anticorpos
iodados se ligou as células U87MG parentais. O mAb 806
reconheceu uma média de 2,4x10° locais de ligacdo por célula
com o anticorpo DH8.3 a ligar—-se uma média de 5,2x10° locais.
Assim, ndo sé houve uma boa concorddncia no numero de
recetores entre os anticorpos como também com um relatdrio
anterior mostrando 2,5x10° recetores de2-7 por célula medidos
através de um anticorpo especifico de EGFR de2-7 diferente na
mesma linha celular.?s

Internalizacdo dos anticorpos por células U87MG. 2-7

A velocidade de internalizacdo do anticorpo apds ligacéo
a uma célula alvo influencia tanto as suas propriedades de
direcionamento para o tumor como as opc¢des terapéuticas.
Consequentemente, examinamos a internalizacgdo do mAb 806 e do
anticorpo DH8.3 apds ligacgdo a células U8TMG. 2-7 através de
FACS. Ambos o0s anticorpos mostraram uma internalizacéo
relativamente rédpida alcancando niveis estédveis aos 10 min
para o mAb 806 e aos 30 min para DH8.3 (Figura 3). A
internalizacdo de DH8.3 foi significativamente superior tanto
em termos de velocidade (80,5% do DH8.3 internalizado aos 10
min em comparacdo com 36,8% para o mAb 806, p< 0,01) como de
quantidade total internalizada aos 60 min (93,5% vs. 30,4%,
p< 0,001). O mAb 806 mostrou niveis ligeiramente inferiores de
internalizacdo aos 30 e aos 60 min em comparacdo com 20 min em
todos o0s 4 ensaios efetuados (Figura 3). Este resultado foi
também confirmado wutilizando um ensaio de internalizacéo
baseado no mAb 806 iodado (dados ndo mostrados).

Andlise de microscopia eletrdénica da internalizagdo dos
anticorpos

Dada esta diferenca nas velocidades de 1nternalizacéo
entre os anticorpos, foi efetuada uma andlise detalhada do
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trdfico intracelular de anticorpos wutilizando microscopia
eletrénica. Embora o anticorpo DH8.3 fosse internalizado
predominantemente através de depressdes revestidas
(Figura 1934), o mAb 806 pareceu ser internalizado através de
macropinocitose (Figura 19B). De facto, uma anadlise detalhada
de 32 depressbes revestidas formadas em células incubadas com
mAb 806 revelou que nenhuma delas continha o anticorpo. Em
contraste, cerca de 20% de todas as depressdes revestidas das
células incubadas com DH8.3 eram positivas para o anticorpo,
com varias contendo multiplos grdos de ouro. Uma analise
estatistica do numero total de grédos de ouro contidos dentro
das depressdes revestidas verificou que a diferenca era

altamente significativa (p< 0,01). Apds 20-30 min ambos os
anticorpos podiam ser observados em estruturas que
morfologicamente se assemelham a lisossomas (Figura 19C). A

presenga de restos celulares dentro destas estruturas é também
consistente com a sua natureza de lisossoma.

Biodistribuig¢do dos anticorpos em ratinhos nus possuindo
tumores

A Dbiodistribuicdo do mAb 806 e do anticorpo DH8.3 foi
comparada em ratinhos nus contendo xenoenxertos U87MG num lado
e xenoenxertos U8TMG. 2-7 no outro. Foi escolhido um periodo
de tempo relativamente curto para este estudo uma vez gue um
relatdério anterior demonstrou que o anticorpo DH8.3 mostra
niveis de pico de direcionamento do tumor entre 4-24 h.l'® Em
termos de % ID/g de tumor, o mAb 806 alcancou o seu nivel de
pico em xenoenxertos UBTMG. 2-7 de 18,6% ID/g de tumor as 8 h
(Figura 4A), consideravelmente mais elevado gque qualgquer outro
tecido excepto sangue. Embora DH8.3 também tenha mostrado
niveis de pico no tumor as 8 h, o nivel foi estatisticamente
(p<0,001) inferior a 8,8% ID/g de tumor em comparagdo com
mAb 806 (Figura 4B). Os niveis de ambos os anticorpos decairam
lentamente as 24 e 48 h. A autorradiografia de seccgdes de
tecido do xenoenxerto U87MG. 2-7 colhidas 8 h apds a injeccgéo
com o mAb 806 marcado com 2°I sozinho, i1lustra claramente a
localizagdo do anticorpo no tumor viavel (Figura 20). Nenhum
dos anticorpos apresentou direcionamento especifico para
xenoenxertos U87MG parentais (Figura 4A, 4B). Em relacado as
razbes de tumor para sangue/figado, o mAb 806 mostrou a razdo
mais elevada as 24 h tanto para o sangue (razdo de 1,3) como
para o figado (razdo de 6,1) (Figura 5A, 5B). O anticorpo
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DH8.3 teve a sua razdo mais elevada no sangue as 8 h (razido de
0,38) e as 24 h em figado (razdo de 1,5) (Figura 5A, 5B), as
quais sao ambas consideravelmente inferiores aos valores
obtidos para o mAb 806.

Ligagdo de mAb 806 a células contendo EGFR amplificado

Para examinar se o mAb 806 podia reconhecer o EGFR
expresso em células contendo um gene do recetor amplificado,
foi analisada a sua ligacdo a <células A431. Baixa, mas
altamente reprodutivel, a ligacdo do mAb 806 a células A431
fol observada através de andlise FACS (Figura 6). O anticorpo
DH8.3 ndo se ligou as células A431, indicando que a ligacédo de
mAb 806 n&o era o resultado de baixo nivel de expressédo de
EGFR de2-7 (Figura 6). Tal como esperado, o anticorpo anti-
EGFR 528 mostrou forte coloragdo de células A431 (Figura 6). A
média de 3 dessas experiéncias deu um valor para a afinidade
de 9,5x107 M1 com 2,4x10° recetores por célula. Assim a
afinidade para este recetor foi umas 10 vezes inferior a
afinidade para o EGFR de2-7. Para além disso, o mAb 806 parece
reconhecer apenas uma peqgquena porcao do EGFR encontrado aa
superficie de células A431. Utilizando o anticorpo 528 foram
medidos aproximadamente 2x10% recetores por célula, o gue esté
de acordo com numerosos outros estudos.?® Para assegurar gue
estes resultados nédo estavam restringidos simplesmente a linha
celular A431, a reatividade do mAb 806 foi examinada em 2
outras linhas celulares exibindo amplificacdo do gene de EGFR.
Foi relatado que tanto a linha celular da cabegca e pescogo
HN527 como a linha celular de cancro da mama<® MDA-468 contém
mtltiplas cépias do gene de EGFR. Consistente com estes
relatdérios, o anticorpo 528 mostrou coloracdo intensa de ambas
as linhas celulares (Figura 21). Tal como com a linha celular
A431, o mAb 806 corou claramente ambas as linhas celulares mas
a um nivel inferior ao observado com o anticorpo 528
(Figura 21). Assim, a ligagdo do mAb 806 nédo estd simplesmente
restringida a células A431 mas parece ser uma observacao geral
para células contendo amplificacdo do gene de EGFR.

Imunoprecipitacgébes

A reatividade do mAb 806 foi ainda caracterizada através
de imunoprecipitacdo utilizando células marcadas com 3°S. O
anticorpo sc-03 (um anticorpo policlonal comercial especifico
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para o dominio C-terminal do EGFR) imunoprecipitou 3 bandas
das células U87MG. -Z2; um dupleto correspondendo as 2 bandas
de EGFR de2-7 observadas nestas células e uma banda de peso
molecular mais elevado correspondendo ao EGFR wt (Figura 22).
Em contraste, ao mesmo tempo o mAb 806 imunoprecipitou as 2
bandas de EGFR de2-7, o EGFR wt esteve completamente ausente.
0 anticorpo sc—-03 imunoprecipitou uma unica banda
correspondendo ao EGFR wt das células 2431 (Figura 22). O
mAb 806 também imunoprecipitou uma Unica banda correspondendo
ao EGFR wt das células A431 (Figura 22) mas, consistente com
0s dados de FACS e Scatchard, a quantidade de EGFR
imunoprecipitada pelo mAb 806 foi substancialmente inferior a
do EGFR total presente na superficie celular. Dado que o
mAb 806 e o sc-03 imunoprecipitaram quantidades semelhantes de
EGFR de2-7, este resultado apoia a nogcdo de que o anticorpo
mAb 806 apenas reconhece uma porcdo do EGFR em células gque
sobre-expressam o recetor. Um IgG2b irrelevante (um controlo
do isotipo para mAb 806) nao imunoprecipitou EGFR a partir de
nenhuma das linhas celulares (Figura 22). Utilizando condigdes
idénticas, o mAb 806 né&o imunoprecipitou o EGFR das células
U87MG parentais (dados nao mostrados).

Direcionamento in vivo para células A431 pelo mAb 806

Foi efetuado um segundo estudo de Dbiodistribuicdo com
mAb 806 para determinar se podia alvejar xenoenxertos tumorais
A431. O estudo foi conduzido ao longo de um periodo de tempo
mais longo para obter mais informagcdo em relagdo ao
direcionamento para xenoenxertos U8T7MG. 2=-7 pelo mAb 806, que
foi incluidos em todos os ratinhos como controlo positivo.
Adicionalmente, o anticorpo anti-EGFR 528 foi incluido como
controlo positivo para os xenoenxertos A431, uma vez gue um
estudo anterior demonstrou direcionamento baixo mas
significativo deste anticorpo para células 2431 criadas em
ratinhos nus.?! Durante as primeiras 48 h, o mAb 806 mostrou
propriedades de direcionamento quase idénticas as observadas
nas experiéncias iniciais (Figura 7A em comparacido com a
Figura 4A). Em termos de % ID/g de tumor, os niveis de mAb 806
em xenoenxertos U8TMG. 2-7 decairam lentamente apds 24 h mas
permaneceram sempre mais elevados que o0s niveis detetados em
tecido normal. A tomada nos xenoenxertos A431 foi
comparativamente baixa, no entanto houve um pequeno aumento na
$ ID/g de tumor durante as primeiras 24 h ndo observado em
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tecidos normais tais como figado, Dbaco, rim e pulmao
(Figura 7A). A tomada do anticorpo 528 foi baixa em ambos o0s
xenoenxertos quando expressa como % I1ID/g de tumor (Figura 7B).
A autorradiografia de seccdes de tecido do xenoenxerto A431
colhidas 24 h apds a injecdo com mAb 806 marcado com 1251
sozinho, i1lustra claramente a localizacdo do anticorpo em
tumores vidveis em torno da periferia do tumor e ndo em Aareas
centrais de necrose (Figura 23). Em termos de razdo de tumor
para sangue o mAb 806 atingiu um pico as 72 h para os
xenoenxertos U87MG. 2-7 e as 100 h para os xenoenxertos A431
(Figura 8A, 8B). Embora a razdo tumor:sangue para o mAb 806
nunca tenha ultrapassado 1,0 em relacdo ao tumor A431,
aumentou ao longo de todo o curso de tempo (Figura 8B) e foi
mais elevada em todos os outros tecidos examinados (dados néao
mostrados) indicando baixos niveis de direcionamento. A razéao
de tumor para sangue para o anticorpo 528 mostrou um perfil
semelhante ao mAb 806 embora fossem observados niveis mais
elevados nos xenoenxertos A431 (Figura 8A, 8B). O mAb 806 teve
um pico na razado de tumor para figado nos xenoenxertos
Ug87MG. 2-7 de 7,6 as 72 h, demonstrando claramente a tomada
preferencial nestes tumores em comparacdo com tecido normal
(Figura 8C). Outras razdes de tumor para 6rgdo para o mAb 806
foram semelhantes as observadas no figado (dados nao
mostrados). O pico da razdo de tumor para figado para o
mAb 806 em xenoenxertos A431 foi de 2,0 as 100 h, indicando
novamente uma tomada ligeiramente preferencial no tumor em
comparacgdo com tecido normal (Figura 8D).

DISCUSSAO

O anticorpo monoclonal L8A4 descrito anteriormente
dirigido ao péptido de juncédo Unico encontrado no EGFR de2-7,
comporta-se de um modo semelhante ao mAb 806.3% Utilizando
células U87MG transfectadas com o EGFR de2-7, este anticorpo
teve uma taxa de internalizacdo semelhante (35% a 1 h em
comparacado com 30% a 1 h para mAb 806) e apresentou um
direcionamento in vivo compardvel quando se utilizaram
fibroblastos 3T3 transfectados com EGFR de2-7 (pico de 24%
ID/g de tumor as 24 h em comparacdo com 18% ID/g de tumor as
8 h para mAb 806) .45,

Talvez a vantagem mais importante do mAb 806 em
comparagdo com 0s atuais anticorpos de EGFR, é que o mAb 806
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pode ser diretamente conjugado com agentes citotdxicos. Esta
abordagem néao é praticéavel com 0s atuais anticorpos
especificos de EGFR uma vez gque alvejam o figado e a
conjugacgédo citotdxica induziria gquase certamente toxicidade
grave. A conjugacao de agentes citotdxicos tais como
fdrmacos*! ou radioisdétopos?? com anticorpos tem o potencial
para melhorar a eficdcia e reduzir a toxicidade sistémica
destes agentes. A capacidade de um anticorpo conjugado para
mediar a morte de tumores estd dependente do seu potencial
para ser internalizado. Assim, a rapida internalizacéo
observada com mAb 806 nas células U8TMG. 2-7, sugere dgue
mAb 806 é um candidato ideal para este tipo de abordagem.

O mAb 806 €& novo por ser o primeiro anticorpo especifico
de EGFR de2-7 dirigido a um epitopo ndo associado ao péptido
de juncgdo Unico. Tem uma afinidade superior e melhores
propriedades de direcionamento para tumores que DH8.3, um
anticorpo anteriormente descrito de EGFR de2-T7. Uma
propriedade importante, no entanto, € a sua capacidade para
reconhecer um subconjunto de moléculas EGFR expressas a
superficie de células tumorais exibindo amplificagcdo do gene
de EGFR. Isto sugere dque o mAb 806 pode possulir uma
propriedade c¢linica tunica; a capacidade para alvejar tanto
EGFR de2-7 como EGFR amplificado mas né&o o0s recetores de tipo
selvagem. Se for provado como correto, este anticorpo néao
alvejard 6rgdos tais como o figado e serd por essa razdo mais
versatil que os atuais anticorpos dirigidos ao EGFR,1%12 que
nao podem ser utilizados para a conjugacao de agentes
citotdxicos. Finalmente, o mAb 806 pode ser um reagente util
para analisar as alteracdes conformacionais induzidas pela
truncagem encontrada em EGFR de2-7.
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EXEMPLO 19

SUPRESSAO DO CRESCIMENTO DE GLIOBLASTOMAS INTRACRANIANOS
XENOENXERTADOS QUE SOBRE-EXPRESSAM RECETORES DO FATOR DE
CRESCIMENTO EPIDERMICO MUTANTES ATRAVES DE ADMINISTRAGCAO
SISTEMICA DO ANTICORPO MONOCLONAL (mAb) 806, UM NOVO ANTICORPO
MONOCLONAL DIRIGIDO AO RECETOR

Este exemplo apresenta a avaliacao do mAb 806 no
crescimento de gliomas xenoenxertados intracranianocs em
ratinhos nus. O seguinte corresponde e foi apresentado em
Mishima et al., Cancer Research 61: 5349-5354, 2001.

Os dados e descobertas de Mishima et al. estao expostos
abaixo.

0 tratamento sistémico com mAb 806 reduziu
significativamente o volume dos tumores e aumentou a
sobrevivéncia dos ratinhos possuindo xenoenxertos de gliomas
Uug87 MG. EGFR, LN-7308. EGFR ou Al1l207, cada um dos guais
expressa elevados niveis de EGFR. Em contraste, o tratamento
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com mAb 806 foi 1ineficaz com ratinhos possuindo os tumores
U887 MG parentais, que expressam niveis baixos de EGFR de tipo
selvagem enddégeno ou o0s tumores U887 MG.DK, gque expressam
elevados niveis de EGFRleficiente em quinase. Um ligeiro
aumento da sobrevivéncia de ratinhos xenoenxertados com um
glioma U87 MG que sobre-expressa EGFR de tipo selvagem
(U7 MG.wtEGFR) foi efetuado através de mAb 806 concordante
com esta fraca reatividade cruzada com tais células. O
tratamento de tumores U887 MG. EGFR em ratinhos com mAb 806
causou diminuigdes tanto no crescimento como na angiogénese
tumoral, bem como maior apoptose. Em termos de mecanismo, o
tratamento in Vivo com mAb 806 resultou em reduzida
fosforilacao do EGFR constitutivamente ativo e causou
expressado regulada negativamente do protetor apoptdtico,
Bcl-XL. Estes dados proporcionam evidéncia pré-clinica de que
o tratamento com mAb 806 pode ser um agente bioterapéutico
util para os gliomas agressivos que expressam EGFR.

O presente exemplo demonstra que o tratamento sistémico
com o} novo mAb especifico de EGFR, mAb 806, causa
fosforilagcdo reduzida do EGFR constitutivamente ativo e
suprime deste modo o crescimento de gliomas implantados
intracranianamente que sobre-expressam este recetor mutante em
ratinhos nus e prolonga a sua sobrevivéncia. A inibicdo do
crescimento tumoral foi mediada por uma diminuigdo na
proliferacdo e angiogénese e aumento da apoptose das células
tumorais. Esta supressdo afetou a sinalizacao ativa por EGFR
porgue o0s xenoenxertos intracranianos dgque eram derivados de
células que sobre-expressam EGFR deficiente em qguinase (DK),
que sao reconhecidos igualmente bem pelo mAb 806, nao foram
significativamente suprimidos apdés a mesma terapia.

MATERIAIS E METODOS

Linhas Celulares. Como 0s explantes primérios de
glioblastomas humanos perdem rapidamente a expressao de
recetores amplificados e rearranjados em cultura, nenhuma
linha celular de glioblastoma existente exibe tal expressao.
Para forcar a manutencdo de niveis de expressdo comparaveis
com oS observados em tumores humanos, U87 MG, LN-Z308 e Al1207
(oferta do Dr. S. Aaronson, Mount Sinai Medical Center, New
York, NY) foram infetadas células com virus de EGFR, EGFR
eficiente em gquinase (DK) ou wtEGFR gque também conferiram



EP 2 163 256/PT
140

resisténcia a G418 tal como descrito anteriormente (21).
Populagdes expressando niveis semelhantes dos varios alelos de
EGFR (estes niveis de expressido correspondem aproximadamente a
um nivel de amplificacdo de 25 cédpias do gene; glioblastomas
humanos tém tipicamente niveis de amplificagcdo de 10 a
50 cdoépias do gene do recetor truncado) foram selecionadas
através de FACS tal como descrito anteriormente (21) e
designadas como U87 MG. EGFR, U87 MG.DK, ©U87 MG.wtEGFR,
LN-7308. EGFR, LN-Z308.DK, LN-Z308.wtEGFR, A1207. EGFR,
Al1207.DK e Al1207.wtEGFR, respetivamente. Cada uma fol mantida
em meio contendo G418 (linhas celulares U87 MG, 400 mg/ml;
linhas celulares LN-7z308 e Al1207, 800 mg/ml). Os mAb mAb 806
(IgG2b, k), um mAb especifico de EGFR, foi produzido apds
imunizacé&o de ratinhos com fibroblastos de ratinho NR6
expressando o EGFR. Foi selecionado a partir de varios clones
porque os ensaios de hemaglutinacdo mostraram que tinha uma
elevada reatividade contra células NR6 . EGFR, baixa
reatividade para células NR6.wtEGFR e nenhuma para células
NR6.

Imunoprecipitagdo e Andlise Western blot. 2As células
foram lisadas com tampdo de lise contendo HEPES 50 mM (pH
7.5), NaCl 150 mM, glicerol a 10%, Triton X-100 a 1%, EDTA
2 mM, SDS a 0,1%, desoxicolato de sdédio a 0,5%, PP; de sdédio
10 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1 mM, NaszVOs 2 mM,
5 pg/ml de leupeptina e 5 npg/ml de aprotinina. Os anticorpos
foram incubados com lisados celulares a 4°C durante 1 h antes
da adicdo de proteina-A e G-Sepharose. 0s imunoprecipitados
foram lavados duas vezes com tampao de lise e uma vez com
tampado HNTG [HEPES 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, Triton X-100 a
0,1% e glicerol a 10%], sujeitos a eletroforese e transferidos
para membranas de nitrocelulose. Os blots foram sondados com ©
anticorpo anti-EGFR, Cl1l3, e as proteinas foram visualizadas
utilizando o sistema de detecdo quimioluminescente ECL
(Amersham Pharmacia Biotech.). Os mAb utilizados ©para
precipitacdo foram mAb 806, mAb anti-EGFR clone 528 (Oncogene
Research Products, Boston, MA) ou clone EGFR.1 (Oncogene
Research Products). Um mAb, Cl3, utilizado para detecdo tanto
de EGFR de tipo selvagem como de EGFR nosimunoblots foi
proporcionado pelo Dr. G.N. Gill (University of California,
San Diego, CA). Os anticorpos para Bcl-X (anticorpo policlonal
de coelho; Transduction Laboratories, Lexington, KY) e
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fosfotirosina (4G10, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY)
foram utilizados para andlise Western blot tal como descrito

anteriormente (26).

Andlise de Citometria de Fluxo. As células foram marcadas
com o anticorpo relevante seqguido de anti-IgG de ratinho de
cabra conjugado com fluoresceina (diluigcdo 1:100; Becton-
Dickinson PharMingen, San Diego, CAa) tal como descrito
anteriormente (21). As células coradas foram analisadas com um
FACSCalibur wutilizando suporte 1ldégico Cell Quest (Becton-
Dickinson PharMingen). Para o primeiro anticorpo, foram
utilizados os seguintes mAb: mAb 806, mAb anti-EGFR clone 528
e clone EGFR.1. IgG2a ou IgG2b de ratinho foi utilizado como
controlo do isotipo.

Terapia Tumoral. Células U87 MG. EGFR %10°) ou 5x10° de
células ILN-Z308. EGFR, Al1207. EGFR, U87 MG, U887 MG.DK e
MG.wtEGFR em 5 pl de PBS foram implantadas no corpo estriado
direito de cérebros de ratinhos nus tal como descrito
anteriormente (27). A terapia sistémica com mAb 806 ou o
controlo de isotipo IgG2b, foi alcancada através de injecéao
i.p. de 1 pg de mAb num volume de 100 pl dia sim, dia néo
desde o dia 0 pdés—-implantacdo até ao 14. Para terapia direta

ug7

de tumores U87 MG. EGFR intracerebrais, 10 pg de mAb 806 ou do

controlo do isotipo IgG2b, num volume de 5 pl foram injetados
no local de injecdo do tumor dia sim, dia ndo a comegar no dia
1 durante 5 dias.

Imuno-histoquimica. Para avaliar a angiogénese em
tumores, estes foram fixados numa solucdo contendo cloreto de
zinco, 1impregnados em parafina, seccionados e 1munocorados
utilizando um anticorpo monoclonal de rato anti-ratinho CD31
(Becton-Dickinson PharMingen; 1:200) . A avaliacéao da
proliferacdo de células tumorais foi efetuada através de
imuno-histoquimica de Ki-67 em tecidos tumorais fixados em
formalina e 1impregnados em parafina. Apds desparafinacdo e
reidratacédo, as seccgdes de tecido foram incubadas com perdxido
de hidrogénio a 3% em metanol para extinguir a peroxidase
enddgena. As seccgbes foram blogqueadas durante 30 min com soro
de cabra e incubadas de um dia para o outro com anticorpo
primdrio a 4°C. As secgbes foram entdo lavadas com PBS e
incubadas com um anticorpo secunddrio biotinilado durante 30
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min. Apds varias lavagens com PBS, os produtos foram
visualizados wutilizando estreptavidina-peroxidase de rébano
com diaminobenzidina como cromogénio e hematoxilina como
contrastante. Como medida de proliferacao, o 1indice de
marcagcdo de Ki-67 fol determinado como a razaoc de nucleos
marcados:total em campos de elevada poténcia (3400). Foram
contados aproximadamente 2000 ntcleos em cada caso através de
amostragem aleatdéria sistemdtica. Para coloracdo de macrdéfagos
e células NK, seccgdes congeladas, fixadas com solucgdo de
paraformaldeido a 4% tamponada, foram imunocoradas utilizando
mAb F4/80 Dbiotinilado (Serotec, Raleigh, NC) e anticorpo
policlonal de coelho anti-asialo GM1 (Dako Chemicals,
Richmond, VA), respetivamente. A angiogénese foi quantificada
como area de vasos utilizando andlise computorizada. Para este
fim, secgbes foram imunocoradas utilizando anti-CD31 e foram
analisadas utilizando um sistema computorizado de anédlise de
imagem sem contrastante. As MVA foram determinadas através de
captura de 1imagens digitais das secc¢bdes a uma ampliacao de
3200 wutilizando wuma cé&mara CCD a cores tal como descrito
anteriormente (27) . As imagens foram entéao analisadas
utilizando suporte 1ldgico Image Pro Plus versdo 4.0 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) e a MVA fol determinada
através da medicdo da gquantidade total de coloracdo em cada
seccdo. Foram avaliados quatro campos para cada lémina. Este
valor foi representado como a percentagem da 4&rea total em
cada campo. Os resultados foram confirmados em cada
experiéncia por pelo menos dois observadores (K.M., H-J.
S.H.).

Ensaio TUNEL. As células apoptdéticas no tecido tumoral
foram detetadas através da utilizacdo do método TUNEL tal como
descrito anteriormente (27). As células positivas em TUNEL
foram contadas a x400. O indice apoptdtico foi calculado como
a razado do numero de células apoptdédéticas:numero total de
células em cada campo.

Andlise Estatistica. Os dados foram analisados quanto a
significéncia do teste t de Student, exceto para os ensaios de
sobrevivéncia in vivo, que foram analisados através de andlise
de Wilcoxon.
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RESULTADOS

O Tratamento Sistémico com mAb 806 Prolonga a Sobrevivéncia de

Ratinhos Possuindo Tumores Glioma Intracranianos Que sobre-

expressam EGFR

Para testar a eficadacia do mAb anti- EGFR, mAb 806,
tratdmos ratinhos nus possuindo xenoenxertos intracranianos de
glioma sobre-expressando EGFR com injecbes i.p. de mAb 806, o
IgG de controlo do isotipo ou PBS. Células U87 MG. EGFR foram
implantadas intracranianamente em ratinhos nus e 0s
tratamentos comecaram no mesmo dia tal como descrito em
“Materiais e Métodos”.

Os animais tratados com PBS ou IgG de controlo do isotipo
tiveram uma sobrevivéncia mediana de 13 dias, enquanto os
ratinhos tratados com mAb 806 tiveram um aumento de 61,5% na
sobrevivéncia mediana até 21 dias (P< 0,001; Figura 24A). O
tratamento de ratinhos 3 dias pdés—-implantacéo, apobs
estabelecimento do tumor, também prolongou a sobrevivéncia
mediana dos animais tratados com mAb 806 em 46,1% (de 13 dias
para 19 dias; P< 0,01) em comparacdo com a dos grupo de
controlo (dados né&o mostrados). Para determinar se estes
efeitos antitumorais do mAb 806 se estendiam a xenoenxertos
Uug87 MG. EGFR, fizemos taél tratamentos semelhantes a animais
possuindo xenoenxertos de outras células de glioma LN-

7308. EGFR e A1207. EGFR. A sobrémd¢va mediana dos ratinhos
tratados com mAb 806 possuindo xenoenxertos LN-Z308. EGFR foi
prolongada de 19 dias para os controlos para 58 dias
(P< 0,001; Figura 24B). Notavelmente, guarenta e oito animais
tratados com mAb 806 sobreviveram para além de 60 dias
(Figura 24B). A sobrevivéncia mediana dos animais possuindo
xenoenxertos Al1207. EGFR foi também prolongada de 24 dias para

os controlos para 29 dias (P<0,01; dados nao mostrados).

O Tratamento com mAb 806 1Inibe o Crescimento de Tumores

Cerebrais Que sobre—expressam EGFR
Ratinhos possuindo xenoenxertos ug’7 MG. EGFR e
LN-7Z308. EGFR foram mortos no dia 9 e dia 15, respetivamente.

Secgdes tumorais foram analisadas histopatologicamente e o
volume dos tumores foi determinado tal como descrito em
“Materiais e Métodos”. Consistente com 0S8 resultados
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observados para a sobrevivéncia animal, o tratamento com
mAb 806 reduziu significativamente os volumes dos xenoenxertos

Uu87 MG. EGFR em 90%P< 0,001; Figura 24C) e de xenoenxertos
LN-7308. EGFR em 95%P< 0,001; Figura 24D) em comparacgao com

os do grupo de controlo. Resultados semelhantes foram obtidos
para animais possuindo tumores Al207. EGFR (reducéo de 65% do
volume; P<0,01; dados nado mostrados).

O Tratamento Intratumoral com mAb 806 Prolonga a Sobrevivéncia

de Ratinhos Possuindo Tumores Cerebrais U887 MG. EGFR

Determindmos também a eficdcia da injecgdo intratumoral
direta do mAb 806 para o tratamento de xenoenxertos U887
MG. EGFR. Foram dadas aos animails injec¢bes intratumorais de
mAb 806 ou de IgG de controlo do isotipo no 1 dia pds-
implantagdo, tal como descrito em “Materiais e Métodos”. Os
animais de controlo sobreviveram durante 15 dias, enquanto os
ratinhos tratados com mAb 806 permaneceram vivos durante
18 dias (P<0,01; Figura 24E). Embora o tratamento intratumoral
com mAb 806 fosse de algum modo eficaz, implicou as
dificuldades das multiplas injec¢des intracranianas e do risco
aumentado de infecéo. Por essa razao, centrdmo—-nos nos
tratamentos sistémicos para estudos adicionais.

O Tratamento com mAb 806 Prolonga Ligeiramente a Sobrevivéncia

de Ratinhos Possuindo Xenoenxertos Intracranianos ug’7
MG.wtEGFR mas nao de Ratinhos Possuindo U87 MG ou U87 MG.DK

Para determinar se a inibicdo do crescimento por mAb 806
era seletiva para tumores expressando EGFR, tréamos animais
possuindo U87 MG, U887 MG.DK ( EGFR deficiente em guinase) ou
xenoenxertos cerebrais U887 MG.wtEGFR. O tratamento com mAb 806
ndo prolongou a sobrevivéncia de ratinhos implantados com
tumores U87 MG (Figura 25A), gque expressam um nivel baixo de
wtEGFR enddgeno (22), nem de animais possuindo xenoenxertos
U87 MG.DK, gue sobre-—-expressam um EGFR deficiente em guinase
para além de um nivel baixo de wtEGFR enddgeno (Figura 25B). O
tratamento com mAb 806 prolongou ligeiramente a sobrevivéncia
de ratinhos possuindo  tumores ug’7 MG.wLEGFR (P< 0,05;
sobrevivéncia mediana, 23 dias versus 26 dias para 0s Jgrupos
de controlo), que sobre-expressam wtEGFR (Figura 25C).
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A Reatividade do mAb 806 Correlaciona-se com a Eficéacia

Antitumoral in Vivo

Para compreender o efeito diferencial do mAb 806 em
tumores expressando varios niveis ou diferentes tipos de EGFR,
determindmos a reatividade do mAb 806 com varias células
tumorais através de andlise FACS. Consistente com relatdrios
anteriores (21), o mAb 528 anti-EGFR reconheceu tanto EGFR
como wtEGFR e demonstrou uma coloracgdo mais forte para células
Uug87 MG. EGFR em compagao com celulas U87 MG (Figura 26A,
528) . Em contraste, o anticorpo EGFR.1 reagiu com wtEGFR mas
ndo com EGFR21), porque as células U87 MG. EGFR foramae
fracamente reativas como as células U87 MG (Figura 26A, painel
EGFR.1). Este anticorpo EGFR.1 reagiu com U87 MG.wtEGFR mais
intensamente que com as células U887 MG, porque as células U887
MG.wtEGFR sobre-expressam wtEGFR (Figura 26A, painel EGFR.1).
Embora o mAb 806 tenha reagido intensamente com células U87
MG. EGFR e U87 MG.DK e am com células U887 MG, reagiu
fracamente com U87 MG.wtEGFR, o que indicou que o mAb 806 é
seletivo para EGFR com uma fraca atividade cruzada para o
WLEGFR sobre-expresso (Figura 26A, painel mAb 806). Este nivel
de reatividade com U87 MG.wtEGFR foi quantitativamente e
qualitativamente semelhante ao prolongamento da sobrevivéncia
mediado através do tratamento de anticorpo (Figura 25C).
Determinamos ainda a especificidade do mAb 806 através de
imunoprecipitacdo. Os EGFR em varias linhas celulares foram
imunoprecipitados com anticorpo 528, EGFR.1 e mAb 806. Os
blots de proteinas separadas eletroforeticamente foram entéo
sondados com o0 anticorpo anti-EGFR, C13, que reconhece wtEGFR
bem como EGFR e DK (22). Consistente com a &hise FACS, o
anticorpo 528 reconheceu wtLEGFR e recetores mutantes (Figura
26B, painel IP: 528), enquanto o anticorpo EGFR.1 reagiu com
wtEGFR mas ndo com a espécie mutante (Figura 26B, painel IP:
EGFR.1). Para além disso, o0s niveis de recetores mutantes em
células U887 MG. EGFR e U87 MG.DK s&o comparavels aos de wtEGFR
em células U87 MG.wtEGFR (Figura 26B, painel IP: 528).

No entanto, o anticorpo mAb 806 foi capaz de precipitar
apenas uma pequena quantidade do wtEGFR a partir dos lisados
de células U887 MG.wtEGFR em comparacado com a quantidade maior
de recetor mutante precipitada a partir de células U87
MG. EGFR e U87 MG.DK e uma quantidade indetetdvel a partir das
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células Uus’7 MG (Figura 26B, painel IP: mAb 806) .
Coletivamente, estes dados sugerem que o mAb 806 reconhece um
epitopo em EGFR que também existe numa peguena fracdo de
wtEGFR apenas quando é sobre-expresso a superficie celular.

O Tratamento com mAb 806 Reduz a Autofosforilacdo de EGFR e

Regula Negativamente a Expressdo de Bcl-XL em Tumores
Cerebrais U887 MG. EGFR

Os mecanismos subjacentes a inibicdo do crescimento por
mAb 806 foram investigados a seguir. Como a atividade de
guinase constitutivamente ativa e a autofosforilagéo do
terminal COOH do EGFR &g essenciais para as suas funcdes
biolégicas (21, 22, 28, 29), o status de fosforilacdo foi
determinado em tumores de animais tratados e de controlo. Tal
como mostrado na Figura 27A, o tratamento com mAb 806 reduziu
dramaticamente a autofosforilacdo de EGFR, apesar dos niveis
do recetor serem apenas ligeiramente menores nos xenoenxertos
tratados com mAb 806. Mostramos anteriormente que a
autofosforilacdo do recetor causa regulacdo positiva do gene
anti-apoptético, Bcl-Xi, que tem um papel chave na reducgao da
apoptose de tumores dgque sobre—-expressam EGFR (28, 29). Por
essa razao, foi a seguir determinado o efeito do tratamento
com mAb 806 na expressdao de Bcl-Xi. Os tumores de EGFR de
animais tratados com mAb 806 mostraram de facto niveis
reduzidos de Bcl-XL (Figura 27A).

O Tratamento com mAb 806 Diminui o Crescimento e a Angiogénese

e Aumenta a Apoptose em Tumores U887 MG. EGFR

A luz da supressdo in vivo causada pelo tratamento com
mAb 806 e dos seus efeitos bioquimicos na sinalizacdo do
recetor, determindmos a taxa de proliferacdo de tumores de
ratinhos de controlo ou tratados. O 1indice proliferativo,
medido através de coloracgcdo de Ki-67 dos tumores tratados com
mAb 806, foi significativamente inferior ao dos tumores de
controlo (P< 0,001; Figura 28). Adicionalmente, a andlise do
indice apoptdético através de coloragdo TUNEL demonstrou um
aumento significativo no numero de células apoptdticas em
tumores tratados com mAb 806 em comparacaoc com os tumores de
controlo (P< 0,001; Figura 28). A extensdo de vascularizagéo

do tumor foi também analisada através de imunocoloracdo de
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tumores de espécimes tratados e de controlo para CD31. Para
quantificar a wvascularizagcdo do tumor, as MVA foram medidas
utilizando andlise de imagem computorizada. Os tumores
tratados com mAb 806 mostraram 30% menos MVA que os tumores de
controlo (P< 0,001, Figura 28). Para compreender se a
interacdo entre o recetor e o anticorpo pode desencadear uma
resposta inflamatéria, coramos secgdes tumorais para o
marcador de macrdfagos, F4/80, e o marcador de células NK,
asialo GM1l. Os macrdéfagos foram identificados ao longo da
matriz tumoral e acumularam—-se especialmente em torno da
periferia do tumor U887 MG. EGFR tratado com mAb 806
(Figura 28). Observamos poucas células NK infiltradas e em
torno dos tumores e nenhuma diferenca significativa entre os
tumores tratados com mAb 806 e com controlo do isotipo (dados
ndo mostrados) .

DISCUSSAO

EGFR parece ser um potencial alvo teréptico atrativo
para tratamento de cancros glioma. Estd correlacionado com
fraco prognéstico (25), enquanto a sua inibicdo genética ou
farmacoldgica suprime eficazmente o crescimento de células que
sobre-expressam EGFR tantdn vitro como in vivo (29,30).
Como este EGFR mutante ¢é expresso a superficie celular,
representa um potencial alvo para terapia Dbaseada em
anticorpos, e, aqui, testédmos a eficdcia de um novo mAb anti-

EGFR, mAb 806, no tratamento de xenocenxertos intracranianos
de gliomas que sobre-expressam EGFR de diferentes fundos
celulares em ratinhos nus. A administragdo sistémica de
mAb 806 inibiu o) crescimento tumoral e prolongou a
sobrevivéncia animal. O efeito de mAb 806 foi evidente para
cada linha celular e foil independente do status de p53 dos

tumores, porgue U87 MG. EGFR e Al1207. EGFR expressavam pb53 de
tipo selvagem, enquanto LN-Z308. EGFR foi nula para pb3.
A maior tumorigenicidade de EGFE mediada através da

sua atividade de quinase <constitutivamente ativa e da
autofosforilacdo de tirosina no terminal COOH (22,28,29). A
fosforilacdo de EGFR em tumores tratados commAb 806 foi
significativamente menor, a proliferacdo foi reduzida e a
apoptose foil elevada, o que sugere que o efeito antitumoral do
mAb 806 ¢é, pelo menos em parte, atribuivel a inibicdo da
funcdo intrinseca do recetor. A sinalizagdo de EGFR causou
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regulacdo positiva do gene anti-apoptético, Bel-Xr (28) e o
tratamento com mAb 806 resultou na regulagdao negativa da
expressao de Bcl-Xi, que sugere ainda que o efeito antitumoral
do mAb 806 é mediado pela inibicdo da sinalizacdo de EGFR. O
nivel de EGFR em tumores tratados commAb 806 foi também
ligeiramente reduzido (Figura 27A), mas nao até um grau que
fosse consistente com o grau de desfosforilacdo do recetor
mutante ou suficiente para explicar a amplitude do seu efeito
biolégico. O efeito antitumoral de mAb 806 €& provavel que
resulte, pelo menos em parte, da inibicdo da funcédo de
sinalizagdo intrinseca de EGFR. Esta assercdo € também
apoiada pela falta de efeitos antitumorais em tumores DK, que

se ligam ao anticorpo mas sao deficientes em quinase.

A injecdo intratumoral de um anticorpo anti- EGFR
diferente, mAb Y10, inibiu o crescimento de tumores melanoma
B16 expressando EGFR emérebros de ratinho através de um
mecanismo dependente do recetor Fc¢/Fc (31). Em conjunto com
isto, mostrou-se que mAbY10 medeia a citotoxicidade de
macréfagos dependente de anticorpos in vitro com células
efectoras tanto de murideo como humanas (17), embora tenha
tido pouco efeito com a infiltracdo de macréfagos encontrada
nos nossos tumores tratados com mAb 806 o gque levanta a
questdo quanto a se o efeito antitumoral de mAb 806 pode ser
alcancado através da citotoxicidade medida por macréfagos.
Cré-mos que 1isto seja improvavel, porque a infiltracdo de
macréfagos também ocorreu no tratamento com mAb 806 de tumores
U87 MG.DK ( EGFR deficiente em quinase), nos quais foi

ineficaz na regulacdo do crescimento tumoral.

O mAb 806 parece ser seletivo para EGFR com uma fraca
reatividade cruzada com wtEGFR sobre-expresso. Consistente com
a especificidade in vitro, o tratamento com mAb 806 foi muito
eficaz em tumores dgque sobre-—-expressam EGFR, enquanto que
mostrou uma inibicdo do crescimento muito menos robusta, mas
reprodutivel, para tumores que sobre-expressam wtEGFR. No
entanto, a simples interacdo entre mAb 806 e as suas moléculas
alvo é insuficiente para inibir o crescimento tumoral porque,
embora o mAb 806 seja capaz de se ligar igualmente bem aos
recetores EGFR deficientes em quinase (DK) e EGFR,
ineficaz a afetar o crescimento de tumores expressando DK. A
incapacidade do mAb 806 para interagir com o baixo nivel de
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wtEGFR normalmente presente nas células sugere uma dJgrande
janela terapéutica para cancros que sobre-expressem EGFR bem
como, numa menor extensdo, 0s dque sobre—-expressem wtEGFR

quando comparados com tecidos normais.

Embora o tratamento com mAb 806 tenha sido eficaz para
supressdo de xenocenxertos intracranianos, deve também notar-se
que o0s tumores de EGFR eventualmente cresceram eda foram
alcangadas remissdes durdveis. 1Isto pode ter resultado da
distribuicdo 1ineficiente do anticorpo na massa tumoral.
Mostrou-se que os mAb em combinagcdo com outras modalidades
terapéuticas tais como toxinas, 1isdétopos ou farmacos, para
tratamentos de cancro eram mais eficazes que o anticorpo
sozinho em muitos casos (2,3,32-34). Mostrou-se também que
farmacos guimioterapéuticos tais como doxorrubicina e
cisplatina em conjunto com anticorpos de wtEGFR aumentaram a
atividade antitumoral (35,36). Os tratamentos de combinacéo
apontados ao crescimento tumoral bem como ao desenvolvimento
angiogénico inibiram mais eficazmente o <crescimento de
glioblastomas que cada tratamento sozinho (27). Isto levanta a
possibilidade do mAb 806 em combinacéo com farmacos
gquimioterapéuticos ou compostos moduladores da angiogénese
poder ser ainda mais eficaz que o mAb 806 sozinho.
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EXEMPLO 20

ANTICORPO MONOCLONAL 806 INIBE O CRESCIMENTO DE XENOENXERTOS
TUMORAIS EXPRESSANDO O RECETOR DO FATOR DE CRESCIMENTO
EPIDERMICO (EGFR) DE2-7 OU AMPLIFICADO MAS NAO O EGFR DE TIPO
SELVAGEM

O seguinte exemplo apresenta descobertas pelos presentes
inventores que sdo também expostas em Luwor et al., Cancer
Research 61: 5355-5361, 2001.

O anticorpo monoclonal (mAb) 806 foi criado contra o
recetor do fator de crescimento epidérmico delta2-7 (EGFR de2-
7 ou EGFRvIII), wuma versao truncada do EGFR vulgarmente
expressa em glioma. Inesperadamente, o mAb 806 também se ligou
ao EGFR expresso por células exibindo amplificacdo do gene
EGFR mas ndo a células ou tecidos normais expressando o
recetor de tipo selvagem na auséncia de amplificacdo do gene.
A especificidade tUnica do mAb 806 oferece uma vantagem sobre
os atuals anticorpos de EGFR, que apresentam todos ligacéo
significativa ao figado e a pele em humanos. Por essa razdao,
examindmos a atividade antitumoral do mAb 806 contra
xenoenxertos tumorais humanos criados em ratinhos nus. O
crescimento de xenoenxertos U87 MG, uma 1linha celular de
glioma gque expressa endogenamente 10EGFR na auséncia de
amplificacdo do gene, néo foi inibido pelo mAb 806. Em
contraste, o mAb 806 inibiu significativamente o crescimento
de xenoenxertos U887 MG transfectados com o EGFR de2-7 de um
modo dependente da dose utilizando tanto o modelo preventivo
como o de tumor estabelecido. Significativamente, células U887
MG transfectadas com o EGFR de tipo selvagem, dgque aumentou a
expressdo até 10 EGFR/célula e 1imita a situacdo de
amplificagdo do gene, foram também inibidas por mAb 806 guando
criadas como xenoenxertos em ratinhos nus. 0s xenoenxertos
tratados com mAb 806 mostraram todos grandes Areas de necrose
que estavam ausentes nos tumores de controlo. Esta reducgdo da
viabilidade do xenoenxerto nao foi mediada pela regulacao
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negativa do recetor nem pela selecdo clonal porque os niveis
de expressdo do antigénio eram semelhantes nos grupos de
controlo e tratados. O efeito antitumoral do mAb 806 nao foi
restrito a células U87 MG porque o anticorpo inibiu o
crescimento de xenoenxertos A431 novos e estabelecidos, uma
linha celular expressando >10% EGFR/célula. Este estudo
demonstra que o) mAb 806 possui atividade antitumoral

significativa.

O mAb 806 especifico para EGFR de2-7 foi produzido apds
imunizacdo de ratinhos com fibroblastos de ratinho NR6
expressando o EGFR de2-7 truncado. O mAb 806 liga-se a linha
celular de glioma U887 MG transfectada com o EGFR de2-7 mas néao
a linha celular U87 MG parental, que expressa o0 EGFR wt sem
amplificacdo do gene.® Foram observados resultados semelhantes
in vivo com o mAb 806 a apresentar direcionamento especifico
para =xenoenxertos U887 MG expressando EGFR de2-7 mas ndo dos
tumores U87 MG parentais.?® Interessantemente, o mAb 806 foi
capaz de se ligar a um subconjunto de EGFR ( 10%) na
superficie da linha celular 2431, gque contém um gene EGFR
amplificado. Por essa razdo, ao contradrio de todos os outros
anticorpos especificos de EGFR de2-7, que reconhecem o péptido
de juncado uUnico que é gerado pela truncagem de EGFR de2-7, o
mAb 806 liga-se a um epitopo também encontrado em EGFR wt
sobre-expresso. No entanto, parece dque este anticorpo ¢é
preferencialmente exposto no EGFR de2-7 e uma pequena
Proporg¢ao de recetores exXpressos em células contendo
amplificacédo do gene EGFR wt. Importantemente, os tecidos
normais que expressam niveis elevados de EGFR wt enddgeno,
tais como figado e pele, ndo mostram ligacdo significativa do
mAb 806. Com base na propriedade uUnica do mAb 806 se ligar
tanto a de2-7 como ao EGFR wt amplificado mas ndo ao EGFR wt
nativo quando expresso a niveis normais, decidimos examinar a
eficdcia do mAb 806 contra varias linhas celulares tumorais
criadas como xenoenxertos em ratinhos nus.

MATERIAIS E METODOS

Linhas Celulares e Anticorpos Monoclonais. A linha
celular de glioblastoma humano ug’7 MG, que expressa
endogenamente o EGFR wt e as linhas celulares transfectadas
Uug87 MG. 2-7 e U887 MG.wtEGFR, que expressam o EGFR de2-7 e
sobre-expressam o EGFR wt, respetivamente, foram descritas



EP 2 163 256/PT
156

anteriormente (16,23). A linha celular de carcinoma
epidermoide A431 foil descrita anteriormente (24).

Todas as linhas celulares foram mantidas em DMEM
(DMEM/F12; Life Technologies, Inc., Grand Island, NY) contendo
FCS a 10% (CSL, Melbourne, Victoria, Austréalia), glutamina
2 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e penicilina/
estreptomicina (Life Technologies, 1Inc., Grand Island, NY).
Adicionalmente, as linhas celulares U87 MG.D2-7 e U87
MG.wtEGFR foram mantidas em 400 mg/ml de geneticina (Life
Technologies, Inc., Melbourne, Victoria, Austrédlia). As linhas
celulares foram criadas a 37°C numa atmosfera humida de CO:; a
5%. 0 mAb 806 (IgG2b) foi produzido apds imunizacdo de
ratinhos com fibroblastos de ratinho NR6 expressando o EGFR
de2-7. 0O mAb 806 foi selecionado apdés ensaios de roseta
mostrando ligacdo a células NR6, que sobre-expressam o EGFR
de2-7 (titulo de 1:2500). O mAb 528, gue reconhece tanto de2-7
como EGFR wt, foi descrito anteriormente (10) e foi produzido
na Biological Production Facility (Ludwig Institute for Cancer
Research, Melbourne, Victoria, Austréalia) utilizando um
hibridoma obtido em American Type Culture Collection
(Rockville, MD). O mAb DH8.3, que é especifico para o EGFR
de2-17, foi gentilmente proporcionado pelo Prof. William
Gullick (University of Kent and Canterbury, Kent, Reino Unido)
(19). O anticorpo policlonal sc-03 dirigido ao dominio COOH-
terminal do EGFR foi adquirido em Santa Cruz Bio-technology
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).

Andlise FACS da Expressdo do Recetor. As linhas celulares
U87 MG parentais cultivadas e transfectadas foram analisadas
quanto a expressdo de EGFR wt e de2-7 utilizando os anticorpos
528, 806 e DH8.3. As células (1 3 10 6) foram incubadas com 5
mg/ml do anticorpo apropriado ou um controlo negativo do mesmo
isotipo em PBS contendo HSA a 1% durante 30 min a 4°C. Apds
trés lavagens com PBS/HSA a 1%, as células foram incubadas
mais 30 min a 4°2C com anticorpo de cabra anti-ratinho
conjugado com FITC (diluig¢do 1:100; Calbiochem, San Diego,
CA). Apds trés lavagens subsequentes, as células foram
analisadas num Epics Elite ESP (Beckman Coulter, Hialeah, FL)
através da observacdo de um minimo de 20000 eventos e
analisadas utilizando EXPO (versdo 2) para Windows.
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Andlise Scatchard. 0 mAb 806 foi marcado com 25T (Amrad,
Melbourne, Victoria, Australia) através do método de
Cloramina T. Todos os ensaios de ligacdo foram efetuados em
HSA a 1%/PBS em 1-2x10% células U87 MG. -4 ou A431 wvivas
durante 90 min. a 4°C com rotagcdo suave. Uma concentracao
estabelecida de 10 ng/ml de mAb 806 marcado com 1251 foi
utilizada na presenga de concentragdes crescentes de anticorpo
ndo marcado. A ligacdo nao especifica foi determinada na
presenca de um excesso de 10000 wvezes de anticorpo nao
marcado. Apds incubacdo, as células foram lavadas e contadas
quanto ao mAb 806 marcado com 125 ligado wutilizando um
contador gama COBRA II (Packard Instrument Company, Meriden,
CT). A andlise Scatchard foi feita apds correcdo para a

imunorreatividade.

Estudos de Imunoprecipitagdo. As células foram marcadas
durante 16 h com 100 mCi/ml de Tran 35 S-Label (ICN
Biomedicals, Irvine, CA) em DMEM sem metionina/cisteina
suplementado com FCS dialisado a 5%. Apds lavagem com PBS, as
células foram colocadas em tampdo de lise (Triton X-100 a 1%,
HEPES 30 mM, NaCl 150 mM, 4-(2-aminoetil)benzenossulfonil-
fluoreto 500 mM, aprotinina 150 nM, inibidor de proteases E-64
1 mM, EDTA 0,5 mM e leupeptina 1 mM, pH 7,4) durante 1 h a
4eC., Os lisados foram clarificados por centrifugacdo durante
10 min a 12 000g e depois incubados com 5 mg de anticorpo
apropriado durante 30 min a 4°C antes da adic&o de Proteina A-
Sepharose. O0Os imunoprecipitados foram lavados 3 vezes com
tampdo de lise, misturados com tampdao de amostra SDS,
separados através de eletroforese em gel utilizando um gel a
7,5% que foi entdo seco e exposto a pelicula de raios X.

Modelos de Xenoenxerto. Consistente com relatdrios
anteriores (23,25), as células U87 MG transfectadas com EGFR
de2-7 cresceram mais rapidamente que as células parentais e as
células U87 MG transfectadas com o EGFR wt. Células tumorais
(3x10%) em 100 ml de PBS foram inoculadas s.c. em ambos O0S
flancos de ratinhos nus fémea com 4-6 semanas de idade (Animal
Research Center, Western Australia, Perth, Austréalia). A
eficacia terapéutica do mAb 806 foi investigada tanto no
modelo preventivo como no de tumores estabelecidos. No modelo
preventivo, cinco ratinhos com dois xenoenxertos cada foram
tratados i.p. com 0,1 ou 1 mg de mAb 806 ou veiculo (PBS) a
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comecar no dia antes da inoculacdo das células tumorais. O
tratamento foi continuado durante um total de seis doses, trés
vezes por semana durante 2 semanas. No modelo estabelecido, o
tratamento foi iniciado quando os tumores alcancaram um volume
médio de 65 mm® (U887 MG. 2-7), 84 mm(U87 MG), 73 mm® (U7
MG.wtEGFR) ou 201 mm® (tumores A431). O volume do tumor em mm?
foi determinado utilizando a fdérmula (comprimento 3 largura
2)/2, onde o comprimento era o eixo mais longo e a largura a
medida perpendicular ao comprimento (26). Os dados foram
expressos como volume tumoral médio + EP para cada grupo de
tratamento. Este projeto de investigacédo foi aprovado pelo
Animal Ethics Committee de Austin and Repatriation Medical
Centre.

Exame Histoldgico de Xenoenxertos Tumorais. Os
xenoenxertos foram excisados nos momentos indicados e
divididos ao meio. Uma metade foi fixada em formalina/PBS a
10% antes de ser impregnada em parafina. Seccdes de 4 mm foram
entdo cortadas e coradas com H&E para exame histoldgico de
rotina. A outra metade foi impregnada em composto Tissue Tek
OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA), congelada em azoto ligquido
e armazenada a —-80°C. Seccgbdes finas de cridstato (5 mm) foram
cortadas e fixadas em acetona gelada durante 10 min, seguido
de secagem ao ar durante mais 10 min. As secc¢bes foram
bloqueadas em reagente de Dbloqueio de proteinas (Lipshaw
Immunon, Pittsburgh, PA) durante 10 min e depois incubadas com
anticorpo primario Dbiotinilado (1 mg/ml) durante 30 min a
temperatura ambiente. Todos os anticorpos foram biotinilados
utilizando o médulo de Dbiotinilacdo de proteinas ECL
(Amersham, Baulkham Hills, NSW, Austréalia), segundo  as
instrugdes do fabricante. Apds lavagem com PBS, as seccgdes
foram incubadas com um complexo de estreptavidina-peroxidase
de rébano durante mais 30 min (Silenus, Melbourne, Victoria,
Australia). Apds uma lavagem final com PBS as secgdes foram
expostas ao substrato 3-amino-9-etilcarbazole [&cido acético
0,1 M, acetato de sdédio 0,1 M, 3-amino-9-etilcarbozole 0,02 M
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO)] na presenca de perdxido de
hidrogénio durante 30 min. As secc¢des foram lavadas com agua e
contrastadas com hematoxilina durante 5 min e montadas.

Andlise Estatistica. As medic¢des dos tumores in vivo em

mm® s&do expressas como média * EP. As diferencas entre os
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grupos de tratamento a dados momentos foram testadas quanto a
significdncia estatistica utilizando teste t de Student.

RESULTADOS

Ligagdo dos Anticorpos as Linhas Celulares. Para
determinar a especificidade do mAb 806, foi analisada a sua
ligagédo a células U87 MG, U887 MG.D2-7 e U87 MG.wtEGFR através
de FACS. Um IgG2b irrelevante (mAb 100-310 dirigido ao
antigénio humano A33) foi incluido como controlo do isotipo
para mAb 806 e o anticorpo 528 foi incluido porgue reconhece
tanto EGFR wt como de2-7. Apenas o anticorpo 528 foi capaz de
corar a linha celular parental U87 MG (Figura 29), consistente
com relatdérios anteriores demonstrando que estas células
expressam o EGFR wt (16). O mAb 806 tinha niveis de ligacéo
semelhantes aos do anticorpo de controlo, demonstrando
claramente que é incapaz de se ligar ao EGFR wt (Figura 29). 2
ligagdo do anticorpo de controlo do isotipo as linhas
celulares U887 MG.D2-7 e U87 MG.wtEGFR foi semelhante a
observada para as células U87 MG. O mAb 806 corou células U87
MG.D2-7 e U87 MG.wtEGFR, indicando que o mAb 806 reconheceu
especificamente o EGFR de2-7 e um subconjunto do EGFR sobre-

expresso (Figura 29). Tal como esperado, o anticorpo 528 corou
tanto a linha celular U87 MG.D2-7 como U887 MG.wtEGFR
(Figura 29). A intensidade da coloragdo do anticorpo 528 em

células U87 MG.wtEGFR foi muito superior a de mAb 806,
sugerindo gque o mAb 806 apenas reconhece uma porcao do EGFR
sobre-expresso. A reatividade do mAb 806 observada com células
U87 MG.wtEGFR é semelhante a obtida com células A431, outra
linha celular gque sobre—-expressa o EGFR wt.?

Foi efetuada uma andlise Scatchard utilizando células U87
MG.D2-7 e A431 para determinar a afinidade relativa e o0s
locais de 1ligacdo para mAb 806 em cada linha celular. O
mAb 806 tinha uma afinidade de 1ligacdo para o recetor EGFR
de2-7 de 1,1x102 M1 e reconheceu uma média (trés experiéncias
separadas) de 2,4x10° locais de ligacdo/célula. Em contraste,
a afinidade do mAb 806 para o EGFR wt em células A431 foi de
apenas 9,5x107 M1!. Interessantemente, o mAb 806 reconheceu
2,3x10% locais de 1ligacdo a superficie de A431, que € umas
10 vezes inferior ao numero relatado de EGFR encontrado nestas
células. Para confirmar o numero de EGFR a superficie das
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nossas células A431, efetudmos uma andlise Scatchard
utilizando anticorpo 528 marcado com 125I. Tal como esperado,
este anticorpo ligou-se a aproximadamente 2x10¢% locais a
superficie das células A431. Assim, parece gque o mAb 806
apenas se liga a uma porgcao dos recetores EGFR a superficie
das células A431. Importantemente, o mAb 806 marcado com 1251
ndo se ligou as células U87 MG parentais de todo, mesmo guando
o numero de células foi aumentado até 1x107.

Imunoprecipitag¢des. Caracterizdmos ainda a reatividade do
mAb 806 nas varias linhas celulares através de
imunoprecipitacdo apds marcacgdo com *°S utilizando o mAb 806,
sc-03 (um anticorpo policlonal comercial especifico para o
dominio COOH-terminal do EGFR) e um controlo do isotipo IgG2b.
O anticorpo sc-03 imunoprecipitou trés bandas a partir das
células U87 MG. 2-7, um dupleto correspondendo as 2 bandas de
EGFR de2-7 observadas nestas células e uma banda de peso
molecular mais elevado correspondendo ao EGFR wt (Figura 30).
Em contraste, embora o mAb 806 tenha imunoprecipitado as 2
bandas de EGFR de2-7, o EGFR wt estava completamente ausente
(Figura 30). O padrédo observado em células U87 MG.wtEGFR e
A431 foi essencialmente idéntico. 0 anticorpo sc—-03
imunoprecipitou uma uUnica banda correspondendo ao EGFR wt de
ambas as linhas celulares (Figura 30). O mAb 806 também
imunoprecipitou uma uUnica banda correspondendo ao EGFR wt de
ambas as células U87 MG.wtEGFR e A431 (Figura 30). Consistente
com os dados de FACS e de Scatchard, a qgquantidade de EGFR
imunoprecipitada pelo mAb 806 foi substancialmente inferior a
do EGFR total presente a superficie celular. Dado gque o
mAb 806 e o sc-03 imunoprecipitaram quantidades semelhantes de
EGFR de2-7, este resultado apoia a nogao de que o anticorpo
mAb 806 apenas reconhece uma porcdo do EGFR em células gue
sobre-expressam o0 recetor. As comparacgdes entre o mAb 806 e o
anticorpo 528 mostraram um padrdo de reatividade idéntico
(dados nao mostrados). Um IgG2b irrelevante (um controlo do
isotipo para mAb 806) n&o imunoprecipitou EGFR a partir de
nenhuma das linhas celulares (Figura 30). Utilizando condig¢des
idénticas, o mAb 806 ndo imunoprecipitou o EGFR a partir das
células UB7MG parentais (dados ndo mostrados) .

Eficdcia do mAb 806 em Modelos Preventivos. O mAb 806 foi
examinado quanto a eficécia contra  tumores U887 MG e
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U887 MG. 2-=7 num modelo preventivo de xenoenxerto. O anticorpo
ou veiculo foi administrado i.p. no dia antes da inoculacédo do
tumor e foi dado trés vezes por semana durante 2 semanas (ver
“Materiais e Métodos”). A uma dose de 1 mg/injecgdo, o mAb 806
ndo teve efeito no crescimento de xenoenxertos U887 MG
parentais que expressam o EGFR wt (Figura 9A). Em contraste, o

mAb 806 inibiu significativamente o) crescimento de
xenoenxertos U87 MG. 2-7 de um modo dependente da dose
(Figura 9B). Vinte dias apdés a inoculagdo do tumor, guando o0s

animais de controlo foram sacrificados, o volume tumoral médio
foi de 1600 <+ 180 mm® para o grupo de controlo, um
significativamente menor 500 + 95 mm® para o grupo de
0,1 mg/injegdo (P<0,0001) e 200 + 42 mm® para o grupo de
1 mg/injecéo (P<0,0001) . Os grupos de tratamento foram
sacrificados no dia 24, momento ao qual os volumes médios dos
tumores foram de 1300 + 240 mm® para o grupo de tratados com
0,1 mg e 500 £+ 100 mm® para o grupo de 1 mg (P<0,005).

Eficéacia de mAb 806 em Modelos de Xenoenxerto
Estabelecido. Dada a eficacia do mAb 806 no modelo preventivo
de xenoenxerto, fol examinada a sua capacidade para inibir o
crescimento de xenoenxertos tumorais estabelecidos. 0
tratamento de anticorpo foi tal como descrito no modelo
preventivo, exceto que comecou quando o0s tumores tinham
alcancado um volume tumoral médio de 65 mm® (10 dias apds a
implantagdo) para os xenoenxertos U87MG. -7 e 84 mm® (19 dias
apds a implantacdo) para os xenoenxertos U87 MG parentais.
Novamente, o mAb 806 nao teve efeito no crescimento dos
xenoenxertos U87 MG parentais mesmo a uma dose de 1 mg/injecéo
(Figura 10a) . Em contraste, e} mAb 806 inibiu
significativamente o crescimento de xenoenxertos U887 MG. 2=1
de um modo dependente da dose (Figura 10B). No dia 17, um dia
antes o0s animais de controlo terem sido sacrificados, o volume
tumoral médio era de 900 £+ 200 mm® para o grupo de controlo,
400 £+ 60 mm® para o grupo de 0,1 mg/injecdo (p<0,01) e 220 =+
60 mm® para o grupo de 1 mg/injecdo (p<0,002). O tratamento de

xenoenxertos U887 MG. 2=7 com um controlo do isotipo IgG2b nao
teve qualquer efeito no crescimento tumoral (dados nao
mostrados) .

Para examinar se a inibicdo do crescimento observada com
o mAb 806 estava restringida a células expressando EGFR de2-7,
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a sua eficéacia contra os xenoenxertos U887 MG.wtEGFR foi também
examinada num modelo estabelecido. Estas células servem como
modelo para tumores contendo amplificacdo do gene EGFR sem
expressao de EGFR de2-7. O tratamento de mAb 806 comegou
quando os tumores tinham alcancado um volume tumoral médio de
73 mm® (22 dias apdés a implantacdo). O mAb 806 inibiu
significativamente o crescimento de xenoenxertos U87 MG.wtEGFR
estabelecidos quando comparado com tumores de controlo
tratados com veiculo (Figura 10C). No dia em que os animais de
controlo foram sacrificados, o volume tumoral médio era de
1000 + 300 mm® para o grupo de controlo e 500 + 80 mm® para o
grupo tratado com 1 mg/injecdo (P<0,04).

Andlise Histoldégica e Imuno-histoquimica dos Tumores
Estabelecidos. Para avaliar potenciais diferencas histoldgicas
entre os xenoenxertos U87 MG. 2-7 e U887 MG.wtEGFR tratados com
mAb 806 e de controlo, fixados em formalina e impregnados em
parafina, foram coradas secgdes com H&E (Figura 31). Areas de
necrose foram observadas em secc¢bes de U8TMG. 2-7 tratadas com
mAb 806 (os =xenoenxertos tratados com mAb 806 foram colhidos
24 dias apds a inoculacdo do tumor e o0s xenocenxertos tratados
com veiculo aos 18 dias) e em xenoenxertos U87 MG.wtEGFR (os
xenoenxertos tratados com mAb 806 foram colhidos 42 dias apds

a inoculagcdo do tumor e o0s xenoenxertos tratados com veiculo

aos 37 dias; Figura 31). Este resultado foil consistentemente
observado em vArios xenoenxertos de tumores (n=4 para cada
linha celular) . No entanto, seccdes de xenoenxertos
Uug87 MG. 2-7 e UB87 MG.wtEGFR tratados com veiculo (n=5) né&o
mostraram as mesmas Aareas de necrose observadas com O
tratamento de mAb 806 (Figura 31). Os xenocenxertos tratados
com veiculo e mAb 806 removidos a momentos idénticos mostraram
também estas diferencas na necrose tumoral (dados néao
mostrados). Assim, o aumento da necrose observada nao foi

causado pelos maiores periodos de crescimento utilizados para
0os xenoenxertos tratados com mAb 806. Para além disso, seccgdes
de xenoenxertos U887 MG tratados com mAb 806 foram também
coradas com H&E e ndo revelaram nenhuma &rea de necrose (dados
ndo mostrados), apoiando ainda a hipdétese de que a ligacdo do
mAb 806 induz menor viabilidade celular, resultando em maior
necrose dentro dos xenoenxertos tumorais.
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Foi efetuada uma andlise imuno-histogquimica de seccgdes de
xenoenxertos U887 MG, Uug87 MG. 2-7 e U87 MG.wtEGFR para
determinar os niveis de expressdo de EGFR wt e de2-7 apds
tratamento com mAb 806 (Figura 32). Tal como esperado, O
anticorpo 528 corou todas as seccdes de xenoenxerto sem
diminuigéo 6bvia na intensidade entre os tumores tratados e de
controlo (Figura 32). A coloragdo de secgbdes de U887 MG foi
indetetdvel com o mAb 806; no entanto, foi observada coloracdo
positiva de secgdes dos xenoenxertos U87 MG. 2=-7 e U087
MG.wtEGFR (Figura 32). N&o houve diferenca na intensidade da
coloracdo de mAb 806 entre os xenoenxertos U887 MG. 2-T7 e U87
MG.wtEGFR de controlo e tratados, sugerindo que o tratamento
com anticorpo ndo conduziu a selecdo de variantes clonais sem
reatividade com o mAb 806.

Tratamento de Xenoenxertos A431 com mAb 806. Para
demonstrar que os efeitos antitumorais de mAb 806 ndo estavam
restringidos a células U887 MG, o anticorpo foi administrado a
ratinhos contendo xenoenxertos A431. Estas células contém um
gene EGFR amplificado e expressam aproximadamente
2x10% recetores/célula. Mostrédmos anteriormente que o mAb 806
se liga a ~10% destes EGFR e alveja xenoenxertos A431.3 O
mAb 806 inibiu significativamente o) crescimento de
xenoenxertos A431 quando examinado no modelo de xenoenxerto
preventivo descrito anteriormente (Figura 11A). No dia 13,
quando os animais de controlo foram sacrificados, o volume
tumoral médio era de 1400 + 150 mm® no grupo tratado com
veiculo e 260 = 60 mm® para o grupo de tratamento com
1 mg/injecdo (P<0,0001). Numa experiéncia em separado, uma
dose de 0,1 mg de mAb também inibiu significativamente
(P<0,05) 0 crescimento de xenoenxertos A431 num modelo
preventivo (dados ndo mostrados).

Dada a eficdcia do mAb 806 no modelo preventivo de
xenoenxerto A431, foi examinada a sua capacidade para inibir o
crescimento de xenoenxertos tumorais estabelecidos. 0
tratamento de anticorpo foi tal como descrito no modelo
preventivo, exceto que ndo foi iniciado até os tumores terem
alcancado um volume tumoral médio de 200 + 20 mm®. O mAb 806
inibiu significativamente o crescimento de =xenoenxertos A431
estabelecidos (Figura 11B). No dia 13, o dia em que 0s animais

de controlo foram sacrificados, o volume tumoral médio foli de
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1100 + 100 mm3 para o grupo de controlo e 450 = 70 mm® para o
grupo de 1 mg/injecdo (P<0,0001).

Mostrdmos anteriormente® que o mAb 806 alveja tanto
xenoenxertos U887 MG transfectados com EGFR de2-7 como
xenoenxertos A431 que sobre-expressam o EGFR wt. O mAb 806 néo
alvejou as células U87 MG parentais, que expressam 10EGFR?
(16). Tal como avaliado através de FACS, imuno-histoquimica e
imunoprecipitacdo, demonstramos agora que o mAb 806 ¢é também
capaz de se ligar especificamente a células U87 MG.wtEGFR, que
expressam >10¢° EGFR/célula. Assim, a ligacdo anteriormente
observada do mAb 806 a células 2431 ndo € o resultado de
alguma propriedade invulgar destas células mas em vez disso
parece ser um fendémeno mais geral relacionado com a sobre-

expressao do EGFR wt.

(a) Fomos incapazes de detetar ligagdo de mAb 806 a linha
celular U87 MG parental, dque expressa 1x10° EGFR wt/célula
(16), através de FACS, imunoprecipitacédo, imuno-histoquimica
ou com anticorpo iodado. De facto, o mAb 806 iodado néao se
ligou aos sedimentos de células U87 MG contendo 1x107 células,
que com base nos dados de Scatchard utilizando 1x10% células
2431, ¢é uma condicdo que deve detetar um baixo nivel de
ligagédo do anticorpo (i.e., sendo o numero total de recetores
semelhante em ambos o0s casos).

(b) A andlise Scatchard mostrou claramente gque o mAb 806
apenas se ligou a 10% dos EGFR totais a superficie das células
A431. Se o mAb 806 se liga simplesmente ao EGFR wt com baixa
afinidade, entdo deve ter uma percentagem consideravelmente
mais elevada do recetor.

(c) A imunoprecipitacdo comparativa das linhas celulares
A431 e U887 MG.wtEGFR com mAb 806 e o anticorpo sc-03 também
apoiou a hipdtese de gque apenas um subconjunto de recetores é
reconhecido pelo mAb 806. Tomados em conjunto, estes
resultados apoiam a nogao de que o mAb 806 reconhece um
subconjunto de EGFR a superficie de células que sobre-
expressam o EGFR. Estamos atualmente a analisar o EGFR
imunoprecipitado pelo mAb 806 para ver se apresenta
propriedades biogquimicas alteradas relacionadas com
glicosilacdo ou atividade de gquinase.
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Os estudos de xenoenxertos com mAb 806 aqui descritos
demonstram uma inibic¢cdo dependente da dose do crescimento dos
xenoenxertos U87 MG.D2-7. Em contraste, nao foil observada
inibicdo dos xenoenxertos U87 MG parentais, apesar do facto de
eles continuarem a expressar o EGFR wt in vivo. O mAb 806 néo
sé reduziu significativamente o volume do xenoenxerto, como
também induziu necrose significativa dentro do tumor. Tal como
observado acima, foram gerados outros mAb especificos de EGFR
de2-7 (20-22), mas este é o primeiro relatdério mostrando a
utilizacdo terapéutica com sucesso de um tal anticorpo in vivo
contra um xenoenxerto de glioma humano expressando EGFR de2-7.
Um relatdério recente demonstrou que o mAb Y10 especifico de
EGFR de2-7 tinha uma atividade antitumoral in vivo contra
células de melanoma B1l6 de murideo transfectadas com um
homélogo de murideo do EGFR de2-7 humano (33). Y10 mediou lise
celular in vitro (>90%) de células de melanoma Bl6 expressando
o EGFR de2-7 na auséncia de complemento ou de células
efectoras. Em contraste com as suas observagdes 1in vitro, a
eficdacia do anticorpo Y10 in vivo foi completamente mediada
através da funcado Fc quando se utiliza células de melanoma B16
criadas como xenoenxertos num modelo imunocompetente. Assim,
0s efeitos diretos observados in vitro ndo parecem ser
replicados quando as células sédo criadas como xenoenxertos

tumorais.

LA sobre-expressdo do EGFR foi relatada em vArios tumores
diferentes e é observada na maioria dos gliomas (4,14). Foi
proposto que a subsequente sobre-expressdao de EGFR mediada
pela amplificacdo do gene do recetor pode conferir uma
vantagem de crescimento através do aumento da sinalizacéo
intracelular e do crescimento celular (34). A linha celular
U887 MG foi transfectada com o EGFR wt para produzir uma célula
de glioma que imita o processo de amplificacdo do gene EGFR. O
tratamento de xenoenxertos U887 MG.wtEGFR estabelecidos com
mAb 806 resultou numa inibicdo significativa do crescimento.
Assim, o mAb 806 medeia também a atividade antitumoral in vivo
contra células gue sobre-expressam o EGFR. E interessante que,
a inibigcdo do mAb 806 dos xenoenxertos U87 MG.wtEGFR foi menos
pronunciada dque a observada com tumores U887 MG. 2=-7. 1Isto
provavelmente reflete o facto de o mAb 806 ter uma menor
afinidade para o EGFR wt sobre-expresso e se ligar apenas a
uma pequena proporgdo de recetores expressos na superficie
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celular. (3) No entanto, deve notar-se que apesar do pequeno
efeito no volume dos =xenoenxertos U87 MG.wtEGFR, o tratamento
com mAb 806 produziu grandes &reas de necrose dentro destes
xenoenxertos. Para excluir a possibilidade do mAb 806 mediar
apenas a inibicdo das linhas celulares derivadas de U87 MG,
testdmos a sua eficdcia contra xenoenxertos A431. Esta linha
celular derivada de carcinoma de células escamosas contém uma
significativa amplificacdo do gene EGFR, que é mantida tanto
in vitro como in vivo. O tratamento dos xenoenxertos A431 com
mAb 806 produziu uma inibicdo significativa do crescimento
tanto num modelo preventivo como no estabelecido, indicando
que o0s efeitos antitumorais do mAb 806 ndo estdo restringidos
a linhas celulares U87 MG transfectadas.

A prevencdo completa do crescimento do xenoenxerto A431
através de tratamento de anticorpos foi relatada
anteriormente. Os mAb de EGFR wt 528, 225 e 425 preveniram
todos a formacdo de xenoenxertos A431 gquando administrados no
dia ou 1 dia apdés a inoculacdo do tumor (9,10). A razado para
esta diferenga na eficdcia entre estes anticorpos de EGFR wt e
o mAb 806 ndo € conhecida mas pode estar relacionada com o
mecanismo de inibic¢do do crescimento celular. Os anticorpos de
EGFR wt funcionam através do blogqueio da ligacdo do ligando ao
EGFR, mas isto ndo é provavelmente o caso com o mAb 806 porque
este se liga apenas a um pequeno subconjunto de EGFR a
superficie de «células A431. A eficdcia significativa do
mAb 806 contra células U87 MG expressando o EGFR de2-7
independentemente do ligando apoia ainda a nocdo de que este
anticorpo medeia a sua atividade antitumoral através de um
mecanismo que ndo envolve blogqueio do ligando. Por essa razao,
estamos atualmente a investigar os mecanismos ndo imunoldgicos
e imunoldgicos que contribuem para os efeitos antitumorais do
mAb 806. Os mecanismos nao imunoldégicos podem incluir
alteragbes subtis no nivel dos recetores, blogqueio da
sinalizacdo ou inducgdo de sinalizacé&o inapropriada.

Anteriormente, agentes tais como doxorrubicina e
cisplatina em conjunto com anticorpos de EGFR wt produziram
maior atividade antitumoral (35, 36) . A combinacgao de
doxorrubicina com mAb 528 resultou na erradicacdo total de
xenoenxertos A43]1 estabelecidos enquanto o tratamento com um
dos agentes sozinho causou apenas a inibic&o temporaria do
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crescimento in vivo (36) . Igualmente, a combinacao de
cisplatina com mAb 528 ou 225 também conduziu a erradicacéo de
xenoenxertos A431 bem estabelecidos, o que nao foi observado
quando foi utilizado o tratamento com um dos agentes (35).
Assim, estao planeados estudos futuros envolvendo a combinacado
de agentes quimioterapéuticos com mAb 806 utilizando modelos
de xenoenxerto.

Talvez a vantagem mais importante do mAb 806 em
comparacdo com o0s atuais anticorpos de EGFR é que poderia ser
possivel conjugar diretamente agentes citotdéxicos ao mAb 806.
Esta abordagem ndo €& praticdvel com os atuais anticorpos
especificos de EGFR porgque estes alvejam o figado e a
conjugacgdo citotdéxica induziria quase de certeza toxicidade
grave. A conjugacdo de agentes citotdxicos tais como farmacos
(37) ou radioisdétopos (38) aos anticorpos tem o potencial de
melhorar a eficdcia e reduzir a toxicidade sistémica destes
agentes. Este estudo demonstra claramente gque o mAb 806 tem
atividade antitumoral significativa in vivo contra
xenoenxertos positivos para EGFR de2-7 e tumores que sobre-
expressam o0 EGFR. A especificidade unica do mAb 806 sugere
potencial imunoterapéutico a alvejar varios tipos de tumores,
particularmente tumores da cabeca e pescogo e glioma, sem as
restricdes associadas a tomada por tecido normal.
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EXEMPLO 21
CONSTRUGAO, EXPRESSAO E ANALISE DO ANTICORPO QUIMERICO 806

Os anticorpos qgquiméricos sdo uma classe de moléculas em
que as regibes varidveis da cadeia pesada e leve de, por
exemplo, um ratinho, rato ou outra espécie, sdo unidas a
regides da cadeia pesada e leve humanas. Os anticorpos
quiméricos s&o produzidos de forma recombinante. Uma vantagem

dos anticorpos quiméricos é que podem reduzir os efeitos xeno-
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antigénicos, a 1imunogenicidade inerente dos anticorpos néao
humanos (por exemplo, de ratinho, rato ou outras espécies).
Adicionalmente, os anticorpos quiméricos preparados de modo
recombinante podem ser frequentemente produzidos em grandes
quantidades, particularmente quando se utiliza um vetor de
elevado nivel de expressao.

Para a producdo de elevado nivel, o sistema de expressao
de mamifero mais amplamente utilizado é um que utiliza o
procedimento de amplificacdo génica oferecido pelas células de
ovadrio de hamster chinés deficientes na desidrofolato-redutase

(“dhfr”). O sistema ¢é bem conhecido dos peritos. O sistema
baseia-se no gene da desidrofolato-redutase “dhfr”, que
codifica a enzima DHFR, que catalisa a conversao do

desidrofolato em tetra-hidrofolato. Para alcancar elevada
producdo, células CHO dhfr- sdo transfectadas com um vetor de
expressdo contendo um DHFR funcional, Jjuntamente com um gene
que codifica uma proteina desejada. Neste caso, a proteina
desejada é uma cadeia pesada e/ou cadeia leve de um anticorpo
recombinante.

Aumentando a quantidade do inibidor competitivo da DHFR
metotrexato (MTX) , as células recombinantes desenvolvem
resisténcia através de amplificacdo do gene dhfr. Em casos
padrédo, a unidade de amplificacdo empregue é muito maior que o
tamanho do gene dhfr e em resultado disso a cadeila pesada do
anticorpo é co-amplificada.

Quando se deseja producdo em larga escala da proteina,
tal como a cadeia de anticorpo, tanto o nivel de expresséo
como a estabilidade das células a empregar, sado criticos. Em
cultura a longo prazo, as populacdes de células CHO
recombinantes perdem homogeneidade em relacgao a sua
produtividade do anticorpo especifico durante a amplificacéo,
apesar de derivarem de um Unico clone parental.

Foram preparados vetores de expressdo bicistrénicos para
utilizar em expressdo recombinante dos anticorpos quiméricos.
Estes vetores de expressdo bicistrénicos empregam um “local de
entrada no ribossoma interno” ou “IRES.” Nestas construcgdes
para producdo de anti-EGFR quimérico, as cadeias de
imunoglobulina e os ADNc marcadores seleciondveis sdo ligados
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através de um IRES. Os IRES sdo elementos de acgdo em cis que
recrutam as subunidades ribossémicas pequenas para um codao
iniciador interno no ARNm com o auxilio de fatores celulares
de acdo em trans. O IRES facilita a expressdao de duas ou mais
proteinas a partir de uma unidade de transcricgao
policistrdénica em células eucaridticas. A utilizagdo de
vetores de expressdo bicistrdénicos nos quais o gene marcador
selecciondvel ¢é traduzido de um modo dependente de protecdo
(cap) e o gene de interesse de um modo dependente do IRES, foi
aplicada a uma variedade de métodos experimentais. Os
elementos IRES foram incorporados com sucesso em vetores para
transformacdo celular, producdo de animais transgénicos,
producao de proteinas recombinantes, terapia génica,

aprisionamento de genes e direcionamento para genes.

Sinopse da Construgdo do Anticorpo Quimérico 806 (ch806)

O anticorpo 806 quimérico foi gerado através de clonagem
da VH e VL do anticorpo 806 a partir do hibridoma parental de
murideo utilizando técnicas padrdo de biologia molecular. A VH
e a VL foram entd@o clonadas nos vetores de expressao de
mamifero pREN, cuja construcdo estd exposta em SEQ ID NO:7 e
SEQ ID NO:8 e transfectadas para células CHO (DHFR -/-ve) para
amplificacdo e expressdo. Resumidamente, apds tripsinizacao
4x10% células CHO foram co-transferidas com 10 pg de cada um
dos vetores de expressao LC e HC utilizando electroporacdo sob
condig¢des padrdo. Apds um periodo de repouso de 10 min a
temperatura ambiente, as células foram adicionadas a 15 ml de
meio (soro fetal de vitelo a 10%, suplemento de
hipoxantina/timidina com aditivos) e transferidas para caixas
de Petri de cultura de tecidos de 15x10 cm. As placas foram
entdo colocadas na incubadora sob condigcdes normais durante
2 dias. Neste ponto, a adicdo de gentamicina, metotrexato
5 nM, a substituigdo do soro fetal de vitelo por soro fetal
dialisado e a remocdo da hipoxantina/timidina, iniciaram a
selecdo de clones que foram transfectados com sucesso tanto
com o LC como com o HC a partir do meio. No dia 17 apds a
transfecgdo, o0s clones individuais a crescer sob selecdo foram
apanhados e ©pesquisados quanto a expressdo do anticorpo
quimérico 806. Foi utilizado um ELISA para a pesquisa que
consistiu em revestimento de uma placa de ELISA com recetor de
EGF soltvel desnaturado (sabe-se gque o EGFR desnaturado
permite a ligacdo de 806). Este ensaio permite a pesquisa de
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niveis de producgdo pelos clones individuais e também a
funcionalidade do anticorpo a pesquisar. Foli mostrado que
todos os clones produziam ch806 funcional e o melhor produtor
foi tomado e expandido para amplificacdo. Para amplificar o
nivel de ch806 a produzir, o clone maior produtor foi sujeito
a nova selecéao sob uma concentracdo mais elevada de
metotrexato (100 nM vs. 5 nM). Isto foi realizado utilizando

0s procedimentos acima mencionados.

Os clones a crescer em MTX 100 nM foram entdo analisados
na Biological Production Facility, Ludwig Institute,
Melbourne, Austrédlia para medicdo dos niveis de produgdo, soro
de substituicdo, amontoamento celular. Foi mostrado que a
linha celular produz estavelmente 10 mg/litro em garrafas
rolantes.

A sequéncia de &acido nucleico do vetor pREN ch806 LC neo
é proporcionada em SEQ ID NO:7. A sequéncia de &acido nucleico
do vetor pREN ch806 HC DHFR & proporciona em SEQ ID NO:8.

A Figura 33 representa o0s vetores pREN-HC e pREN-LC, que
empregam um IRES. O sistema vetor bicistrdénico pREN & descrito
e divulgado no U.S.S.N. co-pendente 60/355,838 apresentado a
13 de Fevereiro de 2002.

Chg806 foi avaliado através da analise FACS ©para
demonstrar que o 806 quimérico apresenta especificidades de
ligagdo idénticas as do anticorpo parental de murideo. A
andlise foi efetuada wutilizando células de tipo selvagem
(células parentais U87 MG), células gque sobre-expressam o
recetor de EGF (células 2431 e células UABT7wtEGFR) e células
UAB7 2-7 (dados nao mostrados). A especificidade de 1ligacéo
semelhante do mAb 806 e ch806 foi obtida utilizando células
que sobre-expressam EGFR e células expressando o EGFR de2-7.
Nao foi observada 1ligagdo em células de tipo selvagem. A
andlise Scatchard revelou uma afinidade de ligacdo para ch806
radiomarcado de 6,4x102 M1 wutilizando células U87MGde2-7
(dados nado mostrados).

A andlise da biodistribuicdo do anticorpo <c¢ch806 foi
efetuada em ratinhos nus BALB/c possuindo xenoenxertos
tumorais U87MG-de2-7 e os resultados sdo mostrados na
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Figura 34. Os ratinhos foram injetados com 5 pg de anticorpo
radiomarcado e foram sacrificados em grupos de quatro por cada
tempo as 8, 24, 48 e 74 horas. O0s 6rgdos foram colhidos,
pesados e a radicatividade foi medida num contador gama. O
ch806 marcado com '2°1I apresenta reduzido direcionamento para o
tumor em comparacdo com o ch806 marcado com !11In, que tem uma
elevada tomada pelo tumor e uma retencado cumulativa pelo tumor
para além do periodo de tempo de 74 horas. As 74 horas, o
anticorpo marcado com 111In apresenta aproximadamente 30%
ID/grama de tecido e uma razdo de tumor para sangue de 4,0
(Figura 35). O ch806 marcado com !1In mostra alguma retengdo
ndo especifica no figado, baco e rins. Isto é wvulgar para a
utilizacdo deste isdétopo e diminui com o tempo, o que apoia
que esta ligacdo seja nédo especifica de ch806 e devida a
ligacao de 111In.

0O anticorpo gquimérico ¢h806 foi avaliado quanto a
eficdcia terapéutica num modelo de tumor estabelecido. 3x10°¢
células UBTMG. 2=7 em 100 pl de PBS foram inoculadas s.c. em
ambos os flancos de ratinhos nus fémea com 4-6 semanas de
idade (Aminal Research Center, Western Australia, Australia).
O mAb 806 foi incluido como controlo positivo. 0Os resultados
sdo representados na Figura 36. O tratamento foi iniciado
quando os tumores tinham alcangado um volume médio de 50 mm® e
consistiu em 1 mg de ch806 ou mAb 806 dado i.p. durante um
total de 5 injecdes nos dias indicados. O volume do tumor em
mm* foi determinado wutilizando a fdérmula (comprimento x
largura?) /2, onde o comprimento era o eixo mais longo e
largura a medicdo perpendicular ao comprimento. Os dados foram
expressos como volume tumoral médio = EP, para cada grupo de
tratamento. O <c¢ch806 e o mAb 806 apresentaram atividade
antitumoral quase idéntica contra xenoenxertos U87MG. -—2.

Andlise da Fungdo Efectora Imunitdria de Ch806
Materiais e Métodos
Anticorpos e Linhas Celulares:

O anticorpo monoclonal anti-EGFR de2-7 mAb 806, anticorpo
quimérico ch806 (IgGi) e anticorpo monoclonal gquimérico anti-
G250 de controlo do mesmo isotipo, foram preparados pela
Biological Production Facility, Ludwig Institute for Cancer
Research, Melbourne, Austréalia. Ambos 0s ensaios de
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citotoxicidade dependente do complemento (CDC) e
citotoxicidade celular dependente do anticorpo (ADCC)

utilizaram células U87MG.de2-7 e A431 como células alvo. A
linha celular anteriormente descrita U87MG.de2-7 é uma linha
celular de astrocitoma humano infetada com um retrovirus
contendo o EGFR de2-7 (Nishikawa, R. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91: 7727-31, 1994). As células de carcinoma escamoso
humano A431 foram adquiridas em American Type Culture
Collection (Manassas, VA). Todas as 1linhas celulares foram
cultivadas em DMEM/F-12 com Glutamax™ (Life Technologies,
Melbourne, Austrdlia) suplementado com FCS termo-inativado a
10% (CSL, Melbourne, Australia), 100 unidades/ml de penicilina
e 100 pg/ml de estreptomicina. Para manter a selecdo de
células U87MG.de2-7 retroviralmente transfectadas, foram
incluidos no meio 400 pg/ml de G418.

Preparagdo de Células FEfectoras, células mononucleares de

sangue periférico humano (PBMC) :

As PBMC foram isoladas a partir de sangue de dadores
voluntdrios sauddveis. O sangue completo heparinizado foi
fracionado por centrifugacédo de densidade em Ficoll-Hypaque
(ICN Biomedical 1Inc., Ohio, EUA). As fracdes de PBMC foram
colhidas e lavadas trés vezes com RPMI* 1640 suplementado com
100 U/ml1 de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina,
L-glutamina 2 mM, contendo FCS termo-inativado a 5%.

Preparagdo das Células Alvo:

Ensaios de CDC e ADCC foram efetuados através de uma
modificacdo de um método anteriormente publicado (Nelson, D.L.
et al., 1991, Em: J.E. Colignan, A.M. Kruisbeek, D.D.

Margulies, E.M. Shevach e W. Strober (eds.), “Current
Protocols in Immunology”, pag. 7.27.1. New York: Greene
Publishing Wiley Interscience). Resumidamente, 5x10¢ células
alvo U87MG.de2-7 e A431 foram marcadas com 50 nCi de °>Cr
(Geneworks, Adelaide, Austréalia) por 1x10¢ células e

incubou-se durante 2 h a 37°2C. As células foram entdo lavadas
trés vezes com PBS (0,05 M, pH 7,4) e uma gquarta vez com meio
de cultura. Foram adicionadas aliquotas (1x104 células/50 pnl)
das células marcadas a cada placa de microtitulacao de
96 pogcos (NUNC, Roskilde, Dinamarca).
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Ensaio de CDC:

A 50 pl de células alvo marcadas, foram adicionados 50 pl
de c¢ch806 ou anticorpo de controlo do isotipo ¢G250 em
triplicado ao longo do intervalo de concentragdes 0,00315-
10 pg/ml e incubou-se em gelo 5 min. Foram entdo adicionados
50 pl de complemento (soro) de dador saudadvel preparado de
fresco para dar uma diluicdo final de 1:3 do soro. As placas
de microtitulagdo foram incubadas durante 4 h a 37°C. Apds
centrifugacdo, o ?ICr libertado no sobrenadante foi contado
(Contador Gama automatico Cobra 11, Canberra Packard,
Melbourne, Australia). A percentagem de lise especifica foi
calculada a partir da libertacdo experimental de 3Cr, a
libertagdo total (50 pl de células alvo + 100 pl de Tween 20 a
10%) e esponténea (50 pl de células alvo + 100 pl de meio).

Ensaio de ADCC:

A ADCC mediada por Ch806 efetuada por PBMC de um dador
saudavel foi medida através de dois ensaios de libertacédo de
5ICr de 4 h. No primeiro ensaio, as células alvo marcadas
foram plaqueadas com as células efectoras em microplacas de
fundo em “U” de 96 pocos (NUNC, Roskilde, Dinamarca) a razdes
de células efectoras/alvo (E:A) de 50:1. Para medicgdes da
atividade ADCC, 0,00315-10 ng/ml (concentracao final) 0s
anticorpos de teste e de controlo foram adicionados em
triplicado a cada pogo. No segundo ensaio ADCC, a atividade
ADCC de ch806 foi comparada com a do mAb 806 de murideo
parental ao longo de um 1intervalo de razdes células
Efetoras:Alvo com a concentragcdo do anticorpo de teste
constante a 1 ug/ml. Em ambos os ensaios, as placas de
microtitulacdo foram incubadas a 37¢C durante 4 horas, depois
foram colhidos 50 ul de sobrenadante de cada pogo e o °>Cr
libertado foi determinado através de contagem gama (Contador
Gama automdtico Cobra IT1, Canberra Packard, Melbourne,
Australia). Os controlos incluidos nos ensaios corrigiram para
a libertacdo espontédnea (apenas meio) e para a libertacéo
total (Tween 20 a 10%/PBS) . Controlos apropriados com
anticorpo da mesma subclasse foram corridos em paralelo.

A  percentagem de lise celular (citotoxicidade) foi
calculada de acordo com a fdérmula:
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Percentagem de Citotoxicidade = Contagens da Amostra-Libertacdo Espontdnea x100

Libertacéo Total-Libertacdo Esponténea

A percentagem (%) de citotoxicidade foi representada
versus a concentragdo do anticorpo (pg/ml).

Resultados

Os resultados das andlises a CDC sao apresentados na
Figura 37. A atividade de CDC minima foi observada na presenga
de até 10 pg/ml de ch806 com CDC comparavel a observada com ©
cG250 de controlo do isotipo.

A ADCC mediada por Ch806 em células alvo U87MG.de2-7 e
A431 a uma razado E:A de 50:1 é apresentada na Figura 38. A
citotoxicidade especifica de <ch806 eficaz foili apresentada
contra células alvo U87MG.de2-7, mas a ADCC minima foil mediada
por c¢ch806 em células A431. Os niveis de citotoxicidade
alcancados refletem o numero de locais de ligacdo de ch806 nas
duas populagdes celulares. As células alvo U87MG.de2-7
expressam 1x10° EGFR de2-7 que Sao reconhecidos
especificamente por ch806, enquanto apenas um subconjunto das
1x10% moléculas EGFR de tipo selvagem expressas nas células
A431 é reconhecido por ch806 (ver Exemplos acima) .

Foram efetuadas mais analises de ADCC para comparar a
ADCC mediada por 1 npg/ml de ch806 em células alvo U87MG.de2-7
com a efetuada através de 1 pg/ml de mAb 806 parental de
murideo. O0Os resultados sdo apresentados na Figura 39. A
quimerizacdo do mAb 806 efetuou uma melhoria marcada da ADCC
alcancada pelo mAb parental de murideo com mais de 30% de
citotoxicidade efetuada a razbes E:A de 25:1 e 50:1.

A falta de funcédo efectora imunitédria do mAb 806 parental
de murideo foi marcadamente melhorada apds quimerizacdo. O
ch806 medeia uma boa ADCC, mas uma atividade de CDC minima.

EXEMPLO 22

GERAQAO DE ANTICORPOS ANTI—IDIOTfPICOS PARA (o] ANTICORPO
QUIMERICO ch806

Para ajudar na avaliagdo clinica do mAb806 ou ch806, sao
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necessarios ensaios laboratoriais para monitorizar a
farmacocinética no soro dos anticorpos e quantificar quaisquer
respostas imunitdrias ao anticorpo quimérico ratinho-humano.
Anticorpos monoclonais anti-idiotipicos (anti-id) de ratinho
foram gerados e caracterizados quanto a sua adequagdo como
reagentes de ELISA para medir ch806 em amostras de soro de
pacientes e utilizar como controlos positivos em andlises de
respostas imunitdrias humanas anti-anticorpo quimérico. Estes
anticorpos anti-idiotipicos podem também ser Uteis como
vacinas terapéuticas ou profildticas, gerando uma resposta
anti1i-EGFR natural em pacientes.

Os métodos para criacdo de anticorpos anti-idiotipicos
sao bem conhecidos na arte (Bhattacharya-Chatterijee,
Chatterijee et al., 2001; Uemura et al. 1994; Steffens, Boerman
et al. 1997; Safa e Foon, 2001; Brown e Ling, 1988).

Anticorpos monoclonais de ratinho anti-idiotipicos
(anti-id) foram, resumidamente, gerados Como se segue.
Esplenécitos de ratinhos imunizados com ch806 foram fundidos
com células de plasmacitoma SP2/0-AGl4 e o0s hibridomas
produtores de anticorpos foram selecionados através de ELISA
quanto a ligacdo especifica a ch806 e ligacdo competitiva ao
antigénio (Figura 40). Foram inicialmente selecionados vinte e
cinco hibridomas e quatro, designados IMH-11, 12, 13 e 14,
anticorpos segregados que demonstraram ligacdo especifica a
ch806, mAb 806 e foram capazes de neutralizar a atividade de
ligagdo ao antigénio de c¢ch806 ou mAb 806 (Figura 41). O
reconhecimento do idiotipo de ch806/mAb 806 ou da regido CDR
foi demonstrado através da auséncia de reatividade cruzada com
IgG humana policlonal purificada.

Na auséncia de antigénio EGFR de2-7 recombinante
prontamente disponivel para auxiliar na determinacdo de ch806
em amostras de soro, a capacidade dos novos anticorpos ch806
anti-idiotipicos para se ligar concorrentemente as regides
variadveis de 806 foi explorada no desenvolvimento de um ELISA
especifico e sensivel para medir o ch806 em amostras clinicas
(Figura 42). Utilizando LMH-12 para captura e LMH-12
Biotinilado para detec&o, o ELISA validado demonstrou curvas
de 1ligacdo altamente reprodutiveis para medicdo de c¢ch806
(2 ng/ml-1,6 ng/ml) no soro com um limite de detecdo de



EP 2 163 256/PT
181

3 ng/ml. (n=12; 1-100 ng/ml, Coeficiente de Variagdo <25%;
100 ng/ml - 5 ug/ml, Coeficiente de Variagdo <15%). N&o foi
evidente qualquer ligacdo de fundo com os trés soros de
dadores saudaveis testados e foi observada ligacédo desprezavel
com o hu3S193 de controlo do isotipo. O hibridoma produz
elevados niveis de anticorpo LMH-12 e estd planeada a producéao
em mals larga escala para permitir a medigdo de ch806 e a
quantificacdo de quaisquer respostas imunitdrias em amostras

clinicas (Brown e Ling, 1988).

RESULTADOS

Imunizacdo de Ratinhos e Selecdo de Clones de Hibridoma

A  imunorreatividade de amostras de soro pré e pds-—
imunizagdo indicou o desenvolvimento de um titulo elevado de
mAb de ratinho anti-ch806 e anti-hulIgG. Foram inicialmente
selecionados vinte e cinco hibridomas produtores de anticorpos
que se ligaram a ch806, mas ndo a hulgG. As caracteristicas de
ligagdo de alguns destes hibridomas s&o mostradas na
Figura 42A e 42B. Quatro destes hibridomas anti-ch806 com
elevada afinidade de 1ligacao (clones 3E3, 5B8, 9D6 e 4D8)
foram subsequentemente seqguidos para expansao clonal a partir
de células individuais através de diluicdo limitante e
designados Ludwig 1Institute for Cancer Research Melbourne
Hibridoma (LMH) 11, 12, 13 e 14, respetivamente (Figura 42).

Atividades de Ligacdo e Bloqueio dos Anticorpos anti-

idiotipicos Selecionados

A capacidade dos anticorpos anti-ch806 para se ligarem
concorrentemente a dois anticorpos ch806 é& uma caracteristica
desejdvel para a sua utilizacdo como reagentes num ELISA para
determinacdo dos niveis séricos de ch806. 0Os hibridomas
clonais, LMH-11, 12, 13 e 14 demonstraram ligacdo concorrente
(dados nao mostrados) .

Apbds expansdo clonal, os sobrenadantes da cultura do
hibridoma foram examinados através de ELISA quanto a
capacidade para neutralizar a atividade de 1ligacao ao
antigénio de ¢ch806 ou mAb 806 com sSEGFR621. Os resultados
demonstraram a atividade antagonista dos mAb anti-idiotipicos
LMH-11, 12, 13 e 14 com o bloqueio em solucdo da ligacao tanto
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de ch806 como do mAb 806 de murideo a placas revestidas com
sEGFR (Figura 41 para LMH-11, 12, 13).

Apds cultura em mais larga escala em garrafas rolantes as
especificidades de ligacgao dos hibridomas clonais
estabelecidos, LMH-11, 12, 13 e 14 foram verificadas através
de ELISA. Os anticorpos de LMH-11 a 14 foram identificados
como do isotipo IgGl atréds do estojo de isotipificacgdo de

anticorpos monoclonais de ratinho.

ch806 em Amostras Clinicas de Soro: Desenvolvimento do Ensaio

ELISA Farmacocinético

Para ajudar na determinacdo do ch806 em amostras de soro,
a capacidade dos anticorpos ch806 anti-idiotipicos para se
ligarem concorrentemente a regido varidvel de 806 foi
explorada no desenvolvimento de um ensaio ELISA sensivel e
especifico para ch806 em amostras clinicas. Os trés clones
purificados LMH-11, 12 e 13 (Figura 49, B e C, respetivamente)
foram comparados quanto a sua capacidade para capturar e
depois detetar o ch806 ligado no soro. Os resultados indicados
utilizando LMH-12 (10 pg/ml) para captura e LMH-12 biotinilado
para detecdo produziram a maior sensibilidade para ch806 no
soro (3 ng/ml) com ligacgdo de fundo desprezavel.

Tendo estabelecido as condigdes farmacocinéticas de ELISA
6timas utilizando 1 pg/ml de ILMH-12 anti-idiotipico e 1 pg/ml
de IMH-12 Dbiotinilado para captura e detecao, respetivamente,
foi efetuada a validacdo do método. Foram efetuados trés ELISA
separados em quadruplicado para medir ch806 em soro de dador
de trés dadores saudaveis ou BSA a 1%/meio com o controlo do
isotipo hu3S193. Os resultados da validacao sao apresentados
na Figura 43 e demonstram curvas de ligagdo altamente
reprodutiveis para medicdo de ch806 (2 pg/ml - 1,6 ng/ml) em
soros com um limite de detecdo de 3 ng/ml (n=12; 1-100 ng/ml,
Coeficiente de Variagdo <25%; 100 ng/ml - 5 pg/ml, Coeficiente
de Variacao <15%). Nao foi evidente qualquer ligacdo de fundo
com nenhum dos trés soros testados e foi observada ligacéo
desprezéavel com o controlo do isotipo hu3S193.
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EXEMPLO 23

AVALIAQAO DAS ESTRUTURAS DE HIDRATOS DE CARBONO E
RECONHECIMENTO DO ANTICORPO

Foram realizadas experiéncias para avaliar melhor o papel
das estruturas de hidratos de <carbono na ligagdo e no
reconhecimento do EGFR, tanto EGFR amplificado como de2z2-7,
através do anticorpo mAb806.

Para determinar se as estruturas de hidratos de carbono
estdo diretamente envolvidas no epitopo de mAb 806, o sSEGFR
recombinante expresso em células CHO foi tratado com PNGase F
para remover a glicosilacdo ligada em N. Apds tratamento, a
proteina foi corrida em SDS-PAGE, transferida para a membrana
e imunoblotted com mAb 806 (Figura 44). Tal como esperado, O
SsEGFR desglicosilado correu mais depressa em SDS-PAGE,



EP 2 163 256/PT
184

indicando que os hidratos de carbono tinham sido removidos com
sucesso. O anticorpo mAb 806 ligou-se claramente ao material
desglicosilado demonstrando que o epitopo do anticorpo € de
natureza peptidica e ndo meramente um epitopo de glicosilacéo.

Lisados, preparados a partir de 1linhas <celulares
metabolicamente marcadas com 3°S, foram imunoprecipitados com
anticorpos diferente dirigidos ao EGFR (Figura 45). Tal como
esperado, o anticorpo 528 imunoprecipitou 3 bandas a partir de
células U87MG. -2, uma banda superior correspondendo ao EGFR
de tipo selvagem (wt) e duas bandas inferiores correspondendo
ao EGFR de2-7. Estas duas bandas de EGFR de2-7 foram relatadas
anteriormente e assume-se que representam glicosilacao
diferencial (Chu et al., Biochem. J., 15 de Jun., 324(Pt 3):
885-861, 1997). Em contraste, o mAb 806 apenas imunoprecipitou
as duas bandas de EGFR de2-7, estando o) recetor wt
completamente ausente mesmo apds sobre-exposicgdo (dados néao
mostrados) . Interessantemente, o} mAb 806 mostrou uma
reatividade relativamente maior com a banda inferior de EGFR
de2-7 mas menor reatividade com a banda superior quando
comparado com o anticorpo 528. 0O anticorpo SC-03, um anticorpo
policlonal comercial de coelho dirigido ao dominio C-terminal
do EGFR, imunoprecipitou as trés bandas de EGFR tal como
observado com o anticorpo 528 embora a quantidade total de
recetor imunoprecipitado por este anticorpo fosse
consideravelmente inferior. Na&o foram observadas bandas quando
se utilizou um anticorpo irrelevante IgG2b como controlo para
mAb 806.

O anticorpo 528 imunoprecipitou uma uUnica banda a partir
das células U87MG.wtEGFR correspondendo ao recetor wt
(Figura 45). O mAb 806 também imunoprecipitou uma uUnica banda
a partir destas células, no entanto esta banda de EGFR migrou
claramente mais depressa que o recetor reativo com 528. O
anticorpo SC-03 imunoprecipitou ambas as bandas reativas de
EGFR a partir das células U8TMG.wtEGFR, confirmando ainda que
o mAb 806 e o 528 reconhecem diferentes formas do EGFR em
lisados celulares inteiros destas células.

Tal como observado com células UBTMG.wtEGFR, o anticorpo
528 imunoprecipitou uma UuUnica banda de EGFR a partir das
células 2431 (Figura 45). A banda de EGFR reativa com 528 é
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muito ampla nestes géis de baixa percentagem (6%) e reflete
provavelmente a diversidade de glicosilacdo do recetor. Uma
tnica banda de EGFR foi também observada apds
imunoprecipitacédo com mAb 806. Ao mesmo tempo esta banda de
EGFR néd&o migrou consideravelmente mais répido gque a banda
ampla globalmente reativa com 528, situou-se no bordo avancado
da banda ampla de 528 de uma forma reprodutivel. Ao contréario
dos lisados de células U87MG. -2, a quantidade total de EGFR
imunoprecipitada pelo mAb 806 a partir dos lisados de A431 foi
consideravelmente inferior gque <com o anticorpo 528, um
resultado consistente com os nossos dados de Scatchard
mostrando que o mAb 806 apenas reconhece uma porgdo do EGFR a
superficie destas células (ver Exemplo 4 acima) . A
imunoprecipitacdo com SC-03 resultou numa uUnica banda ampla de
EGFR tal como para o 528. Resultados semelhantes foram obtidos
com células HN5 (dados ndo mostrados). Tomados em conjunto,
estes dados indicam que o mAb 806 reage preferencialmente com
as espécies de EGFR que migram mais depressa e qgue podem
representar formas diferencialmente glicosiladas do recetor.

Para determinar em que estddio do processamento do
recetor surgiu a reatividade do mAb 806, foi conduzida uma
experiéncia de pulso/caca. Células A431 e U8TMG. -Z2 foram
pulsadas durante 5 min com 3**S-metionina/cisteina, depois
incubadas a 37eC durante varios tempos antes da
imunoprecipitacdo com mAb 806 ou 528 (Figura 46). O padrao de
imunoprecipitagdo em células A431 com o anticorpo 528 era
tipico de um anticorpo dependente da conformacdo especifico
para 0 EGFR. Uma  pequena quantidade de recetor foi
imunoprecipitada a 0 min (i.e. apds um pulso de 5 min) com a
uma quantidade crescente de EGFR marcado em cada momento.
Houve também um aumento concorrente no peso molecular do
recetor com o tempo. Em contraste, o material de EGFR reativo
com mAb 806 estava presente a niveis elevados aos 0 min,
atingiu um pico aos 20 min e depois reduziu a cada momento
posterior. Assim, parece que o mAb 806 reconhece
preferencialmente uma forma do EGFR encontrada num estadio

inicial do processamento.

A reatividade do anticorpo observada em células U8TMG. -2
7 marcadas com pulso foi mais complicada. A imunoprecipitacéao
com o anticorpo 528 aos 0 min revelou que foi marcada uma
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pequena quantidade da banda inferior de EGFR de2-7 (Figura
46) . A guantidade de 528 reativa com a banda inferior de EGFR
de2-7 aumentou com o tempo, alcancando um pico aos 60 min e
decaiu lentamente as 2 e 4 h. Néao foi detetada uma quantidade
significativa da banda superior marcada de EGFR de2-7 até aos
60 min, apds o que o nivel continuou a aumentar até ao final
do curso de tempo. Isto indica claramente que o EGFR de2-7
superior € uma forma mais madura do recetor. A reatividade do
mAb 806 também variou durante o estudo temporal, no entanto o
mAb 806 precipitou preferencialmente a banda inferior do EGFR
de2-7. De facto, ndo houve niveis significativos de banda
superior de mAb 806 observados até as 4 h apds a marcacgéo.

As experiéncias acima sugerem que o mAb 806 reage
preferencialmente com uma forma de glicosilacdo mais imatura
do EGFR de2-7 e wt. Esta possibilidade foi testada através da
imunoprecipitacdo do EGFR a partir de diferentes linhas
celulares marcadas de um dia para o outro com 35—
metionina/cisteina e sujeitando depois 0s precipitados
resultantes a digestdo com Endoglicosidase H (EndoH). Esta
enzima remove preferencialmente hidratos de carbono ricos em
manose (i.e. glicosilagdo imatura) das proteinas deixando ao
mesmo tempo 0s hidratos de carbono complexos (i.e.
glicosilacdo madura) intactos. A imunoprecipitacdo e digestéo
com EndoH de lisados de células U87MG. 2-7 marcados com 528,
mAb 806 e SC-03 deu resultados semelhantes (Figura 47). Tal
como previsto, a banda inferior de EGFR de2-7 foil inteiramente
sensivel a digestdo com EndoH, migrando mais depressa em SDS-
PAGE ap6s digestdo com EndoH, demonstrando gue esta banda
representa a forma rica em manose do EGFR de2-7. A banda
superior de EGFR de2-7 foi essencialmente resistente a
digestdao com EndoH, mostrando apenas uma diferenca muito
ligeira na migragdo apdés digestdo com EndoH, indicando que a
maioria das estruturas de hidratos de carbono sao do tipo
complexo. A pequena mas reprodutivel diminuicdo no peso
molecular da banda superior apds digestdo com a enzima sugere
que enquanto os hidratos de carbono na banda superior de EGFR
de2-7 sao predominantemente do tipo complexo, possuem algumas
estruturas ricas em manose. Interessantemente, estas células
expressam também quantidades baixas de EGFR wt enddégeno que
sdo claramente visiveis apds imunoprecipitacdo com 528. Houve
também uma pegquena mas observavel redugdo no peso molecular do
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recetor wt apds digestdo com EndoH, indicando que também
contém estruturas ricas em manose.

A sensibilidade do EGFR wt imunoprecipitado a digestéao
com EndoH foi semelhante tanto em células U87MG.wtEGFR como
A431 (Figura 47). O grosso do material precipitado pelo
anticorpo 528 era resistente a enzima EndoH embora uma pequena
quantidade do material estivesse na forma rica em manose.
Novamente houve uma pequena diminuicdo no peso molecular do
EGFR wt apdés digestdo com EndoH sugerindo que contém algumas
estruturas ricas em manose. O0s resultados wutilizando o
anticorpo SC-03 foram semelhantes aos do anticorpo 528. Em
contraste, a maioria do EGFR precipitado pelo mAb 806 era
sensivel a EndoH tanto em células U8T7MG.wtEGFR como A431,
confirmando que o mAb 806 reconhece preferencialmente a forma
rica em manose do EGFR. Resultados semelhantes foram obtidos
com células HN-5, em qgue a maioria do material precipitado
pelo mAb 806 era sensivel a digestdo com EndoH, engquanto a
maioria do material precipitado pelo mAb528 e SC-03 era
resistente a digestdo com EndoH (dados ndo mostrados).

A iodagdo da superficie celular da linha celular A431,
foi efetuada com 1251 seguido de imunoprecipitacdo com o
anticorpo 806. O protocolo para a iodacdo da superficie foi
como se segue: a lise celular, imunoprecipitacdo, digestdo com
EndoH, SDS-PAGE e autorradiografia sdo tal como descritas
acima. Para marcacao, as células foram criadas em meio com FCS
a 10%, desprendidas com EDTA, lavadas duas vezes com PBS
depois ressuspensas em 400 pl de PBS (aprox. 2-3x10% células).
A  estas foram adicionados 15 pul de 1?2°1 (reserva de
100 mCi/ml), 100 unl de lactoperoxidase bovina (reserva de
1 mg/ml), 10 pl de Hz02 (reserva a 0,1%) e estas foram
incubadas durante 5 min. Foram entdo adicionados mais 10 pl de
H;0, e a incubacdo continuou durante mais 3 min. As células
foram entdo lavadas novamente 3 vezes com PBS e lisadas em
Triton a 1%. A iodacgdo da superficie celular da linha celular
A431 com lactoperoxidase, seguida de imunoprecipitacdoc com o
anticorpo 806, mostrou que, de forma semelhante a dos lisados
de células inteiras descritos acima, a forma predominante do
EGFR reconhecida por 806 1ligado a superficie celular das
células 2431 era sensivel a digestdo com EndoH (Figura 48).
Isto confirma que a forma de EGFR ligada ao 806 na superficie
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celular de células 2431 é uma forma sensivel a EndoH e é& assim
0 tipo rico em manose.
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<210> 1

<211> 402

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
atgagagtge tgattctttt gtggetgtte acagecttte chtggtgtect gtetgatgtg 60
cagcttcagyg agtegggace tagocctggtg aaaccttcte agtetetgte ceteacerge 120
actgtecactyg gcetactecaat caccagtgat tttgcocctgga actggatecyg geagtttcca 180
ggaaacaago tggagtggat gggctacata agttatagtg gtazcactag gtacaacecca 240
tctcteaaaa gtcogaatete tatcactega gacacateca agaaccaatt cttectgeag 300
ttgaattoctg tgactattga ggacacagec acatattact ghgtaacgge gggacgeggg 360
tttecttatt ggggccaagg gactotggte actgtctcoctg ca 402

<210> 2

<211> 134

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
Met Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Val
1 5 10 15
Leu Ser Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro

Ser Gln Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr
35 40 45
Ser Asp Phe Rla Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu
50 55 60
Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro
65 70 5 80
Ser Leu Lys Ser Arg Ile Ssr Ile Thr Arg Asp Thr Sar Lys Asn Gln

Phe Phe Leu Gln Leu Asn Ssr Val Thr Ile Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110
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Tyr Cys Val Thr Ala Gy Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

115
Leu Val Thr
130

<210> 3

<211> 384
<212> ADN
<213> Mus mus

<400> 3

atggtgteca
gacatcctga
alcacttgee
gggaaatcat
agqgttcagtg
gaagattittyg
ggcaccaage

<210> 4

<211> 128
<212> PRT
<213> Mus mus

<400> 4

Val Ser Ala

culus

cagcteagit ccttgeattc
tgacccaatc teocatcecoctec
attcaagteca ggacattaac
ttaagggeot gatctatcat
gcagtggatc tggagccgat
cagactatta ctgtgracag

tggaaatcaa acgt

culus

Met Val Ser Thr A_a Gln

1

Gly ala Arg Cys asp Ile

20

Val Ser Leu Gly Asp Thr

35

Ile Asn Ser Asn IZe Gly

50

Lys Gly Leu Ile Tyr His

65

70

ARrg Phe Ser Cly Ser Gly

a5

Ser Leu Glu Ser Giu Bsp

100

Gln Phe Fro Trp Thr Fhe
115

<210> 5
<211> 14
<212> PRT

FPhe
Leun
val
Trp
55

Gly
Ser

Phe

Gly

120

Leu
Met
Ser
Leu
Thr
Gly
Ala

Gly
120

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> sintéti

ca

ttgbtgettt
atgtctgtat
agtaatatag
ggaaccaact
tattectectea
tatgctcagt

Ala
Thr
Ile
Cln
Asn
Ala

RAsp
105

'aly

<223> biotinilada na posigao 1

<400> 5

Fhe
Gln
Thr
Gln
Lew
hsp
30

Tyr

Thr

Cys
Arg
Asp
Tyr
Tyr

Lys

125

ggtttccagg
ctctgggaga
ggtggttgea
tggacgatga
ccatcageag
ttccgtggac

Leu
Pro
His
Pxo
60

Asp
Ser
Cys

Leu

Leu
Ser
Ser
45

Cly
Glu
Leu

Val

Gl
125

Ser
30

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

110
Ile

Asx Leu Glu Gl Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His

1

<210> ©
<211> 14
<212> PRT

5

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> sintéti

ca

10

tgcaagatgt
cacagtcageo
gcagagacea
agttccatca
cctggaatet
gttcggtgga

Phe
15

Mel
Gla
Scr
Pro
Ile
Tyr

Lys

Pro
Ser
Asp
Phe
Ser
840

Ser

Ala

Arg

60

120
180
240
300
380
384
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<223> biotinilada na posicgéo 13

<400> 6
Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His Asx
1 o 10

<210> 7

<211> 6149

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> vetor sintético

<400> 7

citegagagceyg
ccaggettta
aattlcacac
acagkccoeg
cgeggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
ggccctigeg
cgagct-cgg
gcctogoget
gecaccticge
acctgetgey
cactggrtatt
atgtteggeg
agctyggecgy
ggcaaggctg
tgetgeaagy
cacacaaagg
cecgggogeey
ttggagggey
taggccagcet
ttggtlecalt
cgcgtetagy
gecatteTtgt
tectecatgt
attaacagta
tatcatggaa
gcecgatiatt
gtacageatg
gtgagtggat
attakgegea
cttetttect
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagyg
geagactacy
ceegtecacaa
caacggrttc
cegettggaa

ggcagtgagc
cactttatge
agaatteogty
agaagtbggy
actgggaaag
atataagtgc
aggtaagtgc
tgcecttgaat
gtitggaagtg
tgagttigagg
gecetgteteg
acgotttttt
toggtttttg
aggegyggec
cctgctcectgg
gcecggtegyg
agctcagaat
aaaagggeet
teccaggoaco
oggttttatg
tggcacttga
ctraagoccoto
gaagctttag
tgctttggtt
ctgtatctet
atatagggtg
ccaacttgga
cteotcaceat
ctcagttteco
ccatctggga
ddlaacdtac
caggaactgt
ctggaactge
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
cctectagegg
taaggececggt

gcaacgcaat
tececggeteg
aggctocggt
gagaggggte
tgatgtcgtg
agtagtegee
cgtgtgtggt
tacttccacy
gotgggagag
cotggootyg
ctgctttega
tctggcaaga
gCygcegegyy
tgegagegeg
toccetggect
caccagttge
geaggacgeqg
tteogtacte
tocgattagth
cgatggagtt
toctaatteee
agacagtggt
tttaaacgec
toccaggtgea
gcgagacaga
gttgecagecag
cgatgaagtt
cagcagcecotg
gtggacgtic
taagcatget
ccaagggcay
gectgcacea
cteogbtgig
ggataacgce
cagcacctac
agtctacgce
caggggagag
gatcaattce
gtgcogtttgt

taatctgagt
tatgttgtgt
goecgtoagt
ggcaattgaa
tactggctce
gtkgaacgtte
tomecgeggge
ceectggetg
tkcgaggect
gegelygyge
taagtetcta
tagtcttgta
cggcgacqggg
goeaccgaga
cgegeegecy
gtgageggaa
gcgctoggga
agccgteget
chogagattt
tocecccacact
cttggzattt
tcaaagtttt
gocaccatgg
agatbtgtgaca
gtcagecatcea
agaccaggga
ccatcaaggt
gaatctgaag
qytggaggcea
gbtttectgte
aactttgtta
tctgicttea
tgocctgetga
cteccaategyg
agecteagea
tgcgaagtca
tgttgageta
gcreoececee
ctatatgtta

tagctecactc
ggagattgtg
gggcagagey
ccggtgecta
gecctttttce
tttttcgcaa
ctggcctctt
cagtacgtga
tgcgettaag
cgoogegtyce
geocatttaaa
zatgcgggoe
gecccgtgogt
ateggacqggq
tgtatcgcee
agatggooge
gagcgggegyg
tcatgtgact
tggagtacgt
gagtgggtgg
gceeccttittg
tttettecat
tgzccacage
tcetgatgac
ctigecatte
aatcatttaa
tcagtggcag
attttgcaga
ccaagetgga
tgtecectaac
cttaaacacc
tcitceceogee
ataacttcta
gtaactccca
geaccctgac
ceccatcagygy
gaactaacta
cetaacgtta
tEzteccaceca

attaggcacc
agcggataac
cacatcgcee
gagaaggtgg
cgayygygtyuy
cgggtttgee
tacgggttat
ttettgatee
gagcecotLe
gaatctgytg
atttttgatg
aagatctgea
coccagegoac
ggtagtetca
cgceetggee
ttceeggece
gtgagtcaca
ccacggagta
cgtctttagg
agactgaagt
agtttggatec
tteaggtgta
tcagttecktt
ccaatctecca
aagtcaggac
gggectgate
tggatctgga
ctattactgot
aatcaaacgyg
atgecctgtyg
atcctgtttg
atctgatgag
toccagagaq
ggagagtgte
getgageaaa
cetgageteg
actaagctag
ctggcegaag
tattgcegte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
i020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
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ttttggraat
tocttteocect
tectggaaget
cccacctgge
ggoggcacaa
ctoctcaage
atctgatctg
ctaggccecc
Tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgcceyg
cgagygcageq
cgttgtcact
cctgtecatet
goetgoatacy
yoegageacgt
tcaggggecte
ggatcTegte
cttttetgga
gttggctacc
getttacggt
gttcttectga
caacagttgc
geggetgtag
cctttogett
aategggggc
cttyattayy
tgacgttgge
accetatere
agetgattta
ggcacttttce
cazatatgta
ggzagagtat
geettactgt
tgcgtgcacy
ttcgeoooega
tattatceog
atcacttggt
gacaattatg
caacgategg
ctcocgocttga
ccacgatgoe
ctctagette
ttctgogete
gtgggtetey
ttatctacac
taggtgcote
agattgattt
atctcatgac
aasagatcaa
Ccadddaacca
tecgaaggta
gtagttaggc
cctgttaccea
acgatagtta
cagottggag
cgceacgett
aggagagege
gtttegocac
atggaaasaac
tcacatgtte

gtgagctgat
agcggaagag
caggtatcac

<210>
<211>
<212>
<213>

8
6625
ADN

glgagggeoo
ctegccaaag
tcttgaagac
gacaggtycc
ccecagtgoco
gtattcaaca
gggeetoegyt
cgaaccacgg
ggattgcacy
caacagacaa
gttctttttg
cggctatogt
gaagcgggaa
caccttgcte
cttgatecgg
actcggatgg
gogocecagocg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatatty
ategcoccgcte
gtogategac
gecagoctgae
tggttacgcg
tcttococetic
tecetttage
glygalbggtic
gteocacgttc
ggtctattta
acaasattta
ggggaaatgt
tcegotecatg
gagtattcaa
ttttgeteac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgee
tgagtactca
cagtgctgceo
aggaccgaay
tegttgggaa
tgtagcaaty
cocggoaacaa
ggcecttoog
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caagatccet
aggatgttct
oogoTaccag
actggcttca
caccacttea
gtggetgety
ccggatasgg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggzgce
ctotgacteg
goocaqoaacg
ttteoctgegt

accgctegeo
cgeecaatac
gaggcoettt

191

ggaaacctgyg
gaatgcaagqg
aaacaacgtce
tctgeggeca
acgttgtgag
aggggctgaa
geacatgett
ggacgtggtt
caggttetee
teggetgete
tcaagaccga
ggctggocac
gggactggct
ctgcecogagaa
ctacctgcce
aagcooggtot
aactgttege
gcgatgectg
gtggccgget
ctgaagayct
ccgattogca
ctggegtaat
tggcgaatgg
cagcgtgace
ctttctogeo
gttecgattt
acytaglygy
tttaatagtyg
taagggattt
acgegaattt
gogoggaace
agaczataac
catttcogtyg
ccagaaacgc
atcgaactgy
ccaabtgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga
gagetaaceq
ccggagcectga
goaacaacgi
ttaatagact
gotggoTggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatectt
cggtggtityg
gcagagegca
agaactctgt
ccagbggoga
cgcagecggtco
acaccgaact
gazsaggcgyga
ttecagggag
agcgtcgatt
nggooctttet
tatccectga

gcagcogaao
gcaaaccgen
cgtoticac

Sequéncia Artificial

cectgtette
tetgitgaat
tgtagcgace
aaagccacgt
ttggataget
ggatgccecag
tacctgtgtt
ttcoctttgaa
ggccgettgy
tgatgcegee
cetgteoggt
gacgggegtt
getattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggetcacg
cttgeocegast
ggatgtggcg
tggcadcgaa
gocgeategee
agogaagacqg
gacgeogeoct
gctacacttg
acgrtcgeog
agtgetttac
creiegooecl
gactottgtt
tgcegattte
tascaasata
cctatatttg
cctgataaat
togoocttat
tggtgasagt
atctecaacay
gcactbttaa
aacteggteg
aaaagcatat
gtgataacac
ctttottgea
atgaagcocat
tgcgeaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgy
tggatgaacyg
tgtcagacca
aaaggatecta
tttegttceca
tttttckgea
Lttgecoggat
gataccaaat
ggcaccgect
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatbocog
zaacgoctgg
tctgtgatge
scggttectg
tretgtggat

gaccgagege
tcteoccgeo

ttqacgageca
gtcgtgaagy
ctttgcagge
gtataagata
gtggaaagag
aaggtacccc
tagtocgaggt
aaacacgata
gtggagagcc
gtgtteegoe
geectgaatg
cettgogeag
gaagtgocgg
atggctgatyg
caagcgaaac
gatgatetgg
gegegeatge
atcatggtgg
gacegetate
tyrgetgace
ttoctategeeo
coocgecaccga
gtagcggegce
cgagegosct
gotttooooy
gucacctega
yalagacyygl
ccagactgga
ggcectattgg
thaacgetta
tttatttite
gcttcaataa
tecotttttt
aaaagatget
cggtaagate
agrtetgeota
cegeatacac
tacggatgge
tgcggcocaac
caacatgggyg
accaaacgac
attaactgye
ggataaagtt
taaatctgga
taagccoctee
aaatagacag
agtttactea
ggrgaagate
cTgagegtea
cgtaatctge
caagagcbac
ectgtectte
zcataccteg
cttaceggyt
gggggttegt
cagcgtgage
gtaagcggea
tatctttata
tcgtcagggyg
gectbttgot
zacegtatta

ttectagggy
aagcagttcc
agcggaacco
cacctgcaaa
tcaaatggct
attgtatggg
taaaaaacgt
ataccatbggt
tattcggeta
tgtcagocgea
aactgcagga
ctgtgctoga
ggcaggatet
caatgcggcy
atcgcatega
acgasgagea
cogacggoga
aaaatggoog
aggacatage
gottoctogt
ttettgacga
tegeccttoo
attaagcgceg
agcgoeocget
tcaageteta
ccocaaaasa
Llittegeett
acaacactca
ttaaaazatg
caatttaggt
taaatacatt
tattgaaaaa
goggratttt
gaagatcagt
cttgagagte
tgtggeyegg
tattcteaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagocgtgaca
gaactacltta
gcaggaccac
geoggtgage
cgtategtag
atcgetgaga
tatatacttt
ctttttgeta
gaccecgtag
tgcttgczaa
caactetl oL
tagtgtagee
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggteggaac
gteoctgteogg
ggcggagcect
ggecttttge
cecgectttga

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
30860
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
1440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
51040
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000

agegagtcag tgagegagga 6060
egttggecga ttcattaatg 6120

61410



EP 2 163 256/PT
192

<220>
<223> vetor sintético

<400> 8

cTcgagageg
ccaggcttta
catttcacac
scagtcocoecg
cgoggggtaa
ggagdacegt
gecagaacac
ggcocttgog
cgagcticgg
goctegtget
gcaccttege
acctgotgcy
cactggtatt
sogttegycy
agctggceyy
ggcaaggotg
tgctgcagyg
cacacaaagyg
ctgggeygecy
ttggggggay
taggocagot
ttggitecatt
cgegtetegqg
ctgttcacag
ctggtgaaac
agtgattttg
tacataagtt
actecgagaca
acagccacat
ctggtcactg
accygeggtea
cctggracoe
ggactactte
geacacctbo
cgtgocectoe
caacaccaag
deeytgeocca
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaaq
cgtcctgeac
ccteccagee
ggtgtacacc
cctggtcaza
ggagaacaac
cagcaagctce

ggeagtgage
cactttatge
agaattegty
agaagttggy
actgggaaag
atataagtge
aggtaagTgc
tgccettgaat
gttggaagty
tgagttgaga
goctgtoteg
acgetttrit
tcggttttty
aggcggggec
cectgctetgg
geceeggtagy
agctcaaaat
aaaagggcect
Lccaggcace
gggttttatg
tggcacttga
ctcaagecto
gaagctttag
cettteetgy
cttotoagae
cetggaactyg
atagtggtaa
catccaagaa
attactgtgt
tctotgoaca
catggcacca
tcctecaaga
ceogaacogg
ceggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga
gcaccigaac
ctcatgatct
cotgaggtca
ccgegggagy
caggactggc
cccatcgaga
ctgccoccat
ggcttetate
tacaagacra
accgtggaca

gcaacgcaat
toeeggetey
aggectecggt
gggaggggtc
tgatgtcgtg
agtagtcgcec
cgtgtgtggt
tacttccacg
ggtgggagag
cctggectyg
ctgctttega
tctggraaga
gggccgcgygy
tgegagegeg
tgecctggectk
caccagttge
ggaggacygcy
tteccgtecte
tcgattagtt
cgatggagtt
tgtaattctc
agacagtggt
tttaaacgec
tgtceotgtot
toctgteccte
gatcceggeag
cactaggtac
ccaattette
aacggcggga
gtgaglyyal
cetectettge
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacecagac
aagttgagecce
tectyggygyy
ccoggaceoe
agttcaactg
agcagtacaa
tgaalggcaa
aaaccatcte
cccgggagga
ccagcgacat
cgociooogt
agagcaggig

taatgtgagt
tazgttgtgt
geoogteagt
ggcaattgas
tactggectec
gtgaacgttc
teecgeggyc
ccectggety
ttegaggect
gogetgggge
taagtectcta
tagtottgla
cggcgacggg
gceoaccegaga
cgecgeoegecy
gtgagcggaa
gecgetoggga
agccgtogeot
ctogagettt
tececcacact
cttggaattt
tcaaagtttt
gcecaccatga
gatgtgcage
acctgractg
tttocaggaa
aaccecatese
ctgcagttga
cgcgggttee
cotetgogeo
agecctccace
gggcacagcg
gtggaactea
aggactctac
cbacatctge
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cageacgtac
ygagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgocgtyggag
getggactec
gcageagygag

tagctcacte
ggagattgtyg
gggcagageg
cecggtgecta
goottbttoo
ttettcgeaa
ctggcotott
cagtacgtga
tgogettaag
cgcegogbge
goccatttaaa
aalgcgggcec
gocogbgeogt
atcggacggg
tgktatcgeco
agatggcege
gagceggqegyg
tcatgtgact
tygagtacgt
gagtgggtgg
gezetttttyg
tttetteocat
gagtgo-gat
ttcaggagte
teactggeta
acaagctgga
tcaaaagtcg
attctgtgac
cttattgggg
tgggcccaga
aagggcccat
gcecectggget
ggcgeectga
teecteagea
aacgtgaate
garaaaactce
ttectecttee
tgcgtggtgg
ggcgtgoagy
cgggtggtca
tgcaagytct
gggcagcccod
aaccaggtca
tgggagagca
gJacqgotoot
aacgtcottcet

attaggracc
agecggataac
cacatecgeroce
gagaaggtgg
cgagagtgag
cqgggtttgee
tacgggttat
ttcttgatoe
gagcecectte
gaatectggbyg
atttttgatg
aagatctgca
ccragogeac
ggtagtckza
cqgcectggae
ttceeggoroe
gtgagtcace
rezeggagta
cagtetttagy
agactgaagt
agtttggakc
ttcaggtgta
tctitttylygy
gggacctage
ctcaatcacc
gtaggatggge
aatctctate
tattgaggac
ccaagggarct
tetgteccac
cggtettece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagccceayg
acacatgcce
coccagaacce
tggacgtgag
tgcataacyc
gegtecteac
ccaacaaadc
gagaaccaca
gcetgacctyg
atgggcagee
tottocotota
catgcteegt

60
120
1380
240
300
360
420
480
340
60qQ
660
720
78Q
84Q
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
21860
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



EP 2 163 256/PT

gatgeatgag
atgagctaga
cceecccectaa
tgttatttte
tcttcttgac
tgaatgtcgt
cgaccctttg
cacgtgtata
tagttgtgga
cocagaaggt
gtgttiagtc
ttgaaazaca
atatggggat
acttccanag
gtaggaaaac
gttcgatata
caaaagtttg
catggtttgg
cctcagactce
aattgatttg
ggaggaaaaa
tgctttoaag
ttgetggteyg
agttrgcgeag
gtgtggtggt
tcgetttott
gggggetceo
attagggtga
gttggagtca
tatetcggtc
gatttaacaa
cttttcgzgg
tatgtatcecg
gagtatgagqk
tactgttttt
tgcacgagtyg
ceccgaagaa
atcocegtatt
citggttgag
attatgcagt
gatcggagga
cetitgatogt
gatgcctgta
agcttcocogg
gogoboggoe
gtctcgeoggt
ctacacgacy
tgectcactg
tgatttazaa
calgaccaaa
gatcAaaagga
aaaccaccge
aaggtaactyg
Ttaggccoace
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgetteeeyg
gagcgcacyga
cgccacctet
aagaacgeca

atgttetcte
gctgataccy
gaagagcacce
tatcacgagy

gotetgoaca
aactaactaa
cgttactgge
caccatattg
gagcattcct
gaaggaagca
caggcagceygyg
agatacacct
aagagtcaaa
accoezitgt
gaggttaaaa
cgataatace
tggcaagaac
aatgaccaca
ctggtictce
gttctcagta
gatgatgcct
atagtcggag
tttgtgacas
gggaaatata
ggcatcaagt
LLuletgebe
atcgacctgg
cctgaatgge
tacgegocage
cocettoettte
tEtagzgtte
tggttzacgt
acgttottta
tatttataag
aatttaacge
aaatgtgcge
ctcatgagac
attcaacatt
gctcaccoag
ggttacateg
cgttttocaa
gasgoeogyyge
tactcaccag
getgecataa
cocgaaggage
tggygaaccqgs
gcaatggoaa
caacaattaz
cttoocggets
atcattgeag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atocotbtaac
tgttcktgac
taccageoggt
gcttecageoac
acttcaagaa
ctgctgecag
ataaggcgca
cgacatacac
aagggagaaa
gggagctteco
gacsttgaace
gcaacgegge

ctgegttate
ctegoogeag
caatacgcaa
cecttbegtc

193

accactacac
gctagcaacyg
cgaageoogct
cogkotttily
aggggtcttt
gttcectectgy
aaccocoocac
gcaazgecydy
tggctoctoct
atgggatctyg
aacqtctagg
atggttcgac
ggagacctac
acctectteay
attueigaga
gagasctcaa
taagacttat
gcagtzctgt
ggatcatgca
aacttctecc
ataaccttga
cectcocctaas
cgtaatagcg
gaatgggacg
gtgaccgcta
cteogueacyl
cgatttagtyg
agtgcgceat
atagtyggact
ggattttgeoo
gaattttaac
ggaaccecta
aataaccctyg
toegtgtogo
agacgetbggt
aactggatct
tgatgagcac
ddgagoddacl
tcacagaaaa
ccartgagtga
taaccgottt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
goTggtttat
cactggggceo
caactatgga
gytaactgte
aatttaaaag
gtgagttttc
atecctttttt
ggTttgtttg
agcgocagata
ctctctagea
tggcgataaq
geggtcggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tegatttttyg
ctTtttacgg

ccctgattct
cocgaacgacc
accgcctecteo
ttcac

gcagaagage
gttteecctct
tggaataagg
neaatglagang
cccctctege
aagcttcttyg
ctggegacag
cacaacecea
caagcgtatt
atcigyggec
cooeccgaac
catzgaacty
ccrggectec
tggaaggtaa
agaaloyacc
agaaccacca
Tgaacaaccyg
Ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
getatgeatt
Aaagaqqreog
cgeectgtag
cacttgecag
Legoeggett
ctttacggeoa
egeectgata
cttgtitccaa
gattitcggec
aadabablaa
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattece
gaaagtaaaa
caacagoggt
ttttaaagtt
cggtegacegc
gcatattacg
taacactgeg
tttgcacaac
agecatacca
cazactalta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttccactga
tctgcacgta
ccggatcaag
ccaaatactg
cegeclacal
tcatgtotta
tgaacqgggy
tacctacage
tatccggtaa
gcctggtate
tgatgctegt
ttectggect

gtggataace
gagcgcageyg
crogcgegkt

ctctocctgt
agcgggatca
ccggtgtgeg
ggoooggaad
caazggaatg
aagscaaaca
gtgcctctge
gtgccacgtt
caacaaggygc
tcggtgeaca
cacggyggacyg
catcgtegeco
gctcaggaac
acagaatctg
ttLaaaggac
cgacgagcte
gaattggcaa
gcocatgaate
agtgacacgt
ggzctectel
aagaaagact
tttataagac
caccgatogo
cggogoatta
cgecetageg
tooocgtcaa
cctcgacece
gacggttis

actggaacaa
tattggttas
cgellacaat
tttttotaaa
caataatart
ttttttgegy
gatgctgaag
aagatechttg
ctgetatygty
atacactatt
gatggeatga
gocaacttac
atgggggatc
dacgacgagce
dulygoegaac
aaagttgrag
tctggageey
cocteccgta
agacagatey
tactcatata
aagatceottt
gogtecagace
atctgotget
agctaccaac
tccttcoctagt
acclegobeb
ceqgggttgga
gttcgtgeac
gtgagctatyg
geggeagagt
tttatagtec
cagggagycyg
tttgetgygee

gtattaccgo
agtcagtgag
ggcogattca

ctoogggtaa
attcecgeccee
tttgtctata
cotggeocotg
caaggtetagt
acgtctgtag
ggccaaaage
gtgagttgga
cbgasggatg
tgetttacgt
tggttztoect
gtgtcccaaa
gagttcaagt
gtgatTatgg
agaattaatg
attttcktge
gtaaagtaga
aaccaggeca
tttteccaga
clyaggbeca
aacaggaaga
catgggactt
cottooccaac
agegrggcgy
cccgetoctt
gecEtctaaatc
aaaaaacttqg
cgectttgac
cacicaacce
aaaatgagc:T
ttaggtygca
tacattcaaa
gaaaaaggaa
catzttgcez
atcagttggg
agagtttteg
gegeyghatt
ctcagaatga
cagtaagaga
“tetgacaac
atgtaactecqg
gtgacaccac
Lacttactet
gaccacttot
gtgagegtyy
~cgtagttat
ctgagatagg
-actitagat
Ttgataatet
ccgtagaaaa
Tgcaaacaaa
Tot-rtteeqg
gtagcegtag
gctaatecty
ctcaagacga
acagcocaga
agaaagegoe
cggaacagga
wgtegggtie
gagectatgg
Ttttgeteac

ctttgagtga
cyaggaageg
ttaaktgeayy

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
34380
3540
3600
3660
3720
3740
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4620
4740
4800
1860
4920
4980
5040
5160
3160
5220
5230
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
3%40
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
6540
6600
6625



EP 2 163 256/PT

<210> 9
<211> 234
<212> PRT

194

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> vetor sintético

<400> 9
Met val

1
Gly Ala

Val Ser

Ile Asn
50

Lys Gly

65

Arg Phe

Ser Leu
Gin Phe

Thr val
130

Leu Lys

145

Pro Arg

Gly Asn
Tyr Ser

His Lys

210
Val Thr
225

<210> 10
<211> 463
<212> PRT

Ser Thr Ala

Arg
Leu
EE

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
115
&la

Ser

Glu

Cys
20

Gly
Asn
Tle
Gly
Ser
100
Trp
Bla
Gly
Rla
Gln
180
Ser

Tyr

Ser

5
Asp

Asp
Ile
Tyr
Ser
85

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
1853
Glu
Ser

Ala

Phe

Gln
Ile
Thr
Gly
His
70

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
1540
Val
Ser
Thr
Cys

hsn
230

Phe
Len
Val
Trp
55

Gly
Ser
Phe
Gly
vVal
135
Ser
Gin
Val
Zeu
Glu

213
Arg

Leu
Met
Ser
40

Leu
Thr
Gly
Ala
Gly
120
Fhe
Val
Trp
Thr
Thr
200
val

Cly

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> vetor sintético

<400> 10

Ala
Thr
25

Ile
Gln
Asn
Ala
Asp
105
Gly
Ile
Val
Lys
Glu
185
Leu

Thr

Clu

¥et Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu

1

2

Phe
Gln
Thr
Gln
Len
Asp
Tyr
Thr
Fhe
Cys
val
170
Gin
Ser

His

Leu
Ser
Cys
Arg
Asp
15

Tyr
Tyr
Lys
Pro
Leu
155
Asp
RAsp
Lys

Gln

Leu

Pro S

His
Pro
&C

A=sp
Ser
Cys
Leu
Ero
140
Lau
Asn
Ser

Ala

Gly
220

Leu

Ser
45

Gly
Glu
Leu
Val
Glu
125
Ser
Asn
Bla
Lys
Asp

205
Leu

Trp
Ser
Ser
Lys
val
Thr
Gln
110
Ile
Bsp
Asn
Leu
Rsp
190
Tyr

Ser

Fhe
Met

Gln

Pro
Ile
95

His
Lys
Glu
Phe
Gln
175
Ser

Glu

Ser

Phe
Ser
BO

Ser

Ala

Pro

Fhe Thr Ala Zhe Pro Gly Val

10

15

Leu Ser Asp Val Gln Leu Gln Giu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro

20

25

30
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Ser
Ser
Glu
65

Ser
Phe
Tyr
Leu
Ala
145
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
225
Thr
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo, em que o

referido anticorpo isolado ou o seu fragmento ativo:

(a) se ligam a EGFR humano de tipo selvagem ligado as células
quando o gene de EGFR estd amplificado;

(b) se ligam a EGFR de2-7 num epitopo distinto do péptido de
juncdo LEEKKGNYVVTIDH;

(c) ndo se ligam a células de tipo selvagem que expressam EGFR
enddgeno;

(d) reconhecem um epitopo dentro da sequéncia de residuos 273-
501 do EGFR humano de tipo selvagem.

2. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo, de acordo
com a reivindicagdo 1, em que o referido anticorpo isolado ou
o0 seu fragmento ativo compreendem:

(1) uma regido VH possuindo pelo menos 70% de identidade com
uma sequéncia de aminocdcidos estabelecida em SEQ ID NO:11 e/ou
uma regido VL possuindo pelo menos 70% de identidade com uma
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:12;

(ii) uma regido VH possuindo pelo menos 70% de identidade com
uma sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 e/ou
uma regido VL possuindo pelo menos 70% de identidade com uma
sequéncia de aminocédcidos estabelecida em SEQ ID NO:4;

(iii) uma sequéncia de cadeia pesada possuindo pelo menos 70%
de identidade com uma sequéncia de aminocdcidos estabelecida em
SEQ ID NO:10 e/ou uma sequéncia de cadeia leve possuindo pelo
menos 70% de identidade com uma sequéncia de aminodcidos
estabelecida em SEQ ID NO:9; ou

(iv) uma sequéncia de cadeia pesada possuindo pelo menos 70%
de identidade com a forma madura da sequéncia de aminodcidos
estabelecida em SEQ ID NO:10 e/ou uma sequéncia de cadeia leve
possuindo pelo menos 70% de identidade com a forma madura da
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:9.

3. Anticorpo 1isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com a reivindicagcdo 1 ou 2, em que o referido anticorpo
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isolado ou seu fragmento ativo € humanizado ou tornado
quimérico.

4. Anticorpo isoclado ou seu fragmento ativo de acordo
com uma das reivindicacgdes 1-3, em que o referido anticorpo
isolado ou seu fragmento ativo compreendem uma estrutura de

anticorpo humano.

5. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com uma das reivindicacdes 1-4, em que o referido anticorpo
isolado ou seu fragmento ativo estdo na forma de um anticorpo
F(ab'),, fragmento scFv ou diacorpo.

6. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com uma das reivindicagbdes 1-5, em que o referido anticorpo
isolado ou seu fragmento ativo possuem um marcador detetdvel
ou funcional.

7. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com a reivindicagdo 6, em gque o referido marcador é um farmaco
covalentemente ligado ou um radiomarcador.

8. Anticorpo 1isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com a reivindicacdo 7, em gque o referido radiomarcador é um de
lac, 1257, 1317, 111Tp ou 9°Tc.

9. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com a reivindicacao 6, em que o referido marcador & um farmaco
citotdxico.

10. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com uma das reivindicagdes 1-9 para utilizacdo no tratamento
ou diagndéstico do corpo humano ou animal.

11. Utilizacado do anticorpo 1isolado ou seu fragmento
ativo de acordo com uma das reivindicagdes 1-9 para o fabrico
de um medicamento para o0 tratamento ou a prevencao de cancro
num mamifero.
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12. Anticorpo isolado ou seu fragmento ativo de acordo
com uma das reivindicagbes 1-9 para utilizacdo no tratamento

ou prevencado de cancro num mamifero.

13. Utilizacado de acordo com a reivindicacdo 11, ou
anticorpo isolado ou seu fragmento ativo para utilizacao de
acordo com a reivindicacdo 12, em que o referido cancro é um
glioma.

14. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 11 ou a
reivindicacdo 13, ou anticorpo isolado ou seu fragmento ativo
para utilizacdo de acordo com a vreivindicacdo 12 ou a
reivindicacdo 13, em que o referido anticorpo isolado ou seu
fragmento ativo é administrado primeiro e posteriormente é
administrada uma composicgao compreendendo um agente
quimioterapéutico.

15. Acido nucleico isolado, compreendendo uma sequéncia
que codifica o anticorpo i1isolado ou seu fragmento ativo de
acordo com uma das reivindicacgdes 1-9.

16. Método de preparacgao de um anticorpo i1isolado ou um
seu fragmento ativo, compreendendo a expressao do 4acido
nucleico de acordo com a reivindicacao 15 sob condigdes que
levem a expressdo do referido anticorpo isolado ou seu
fragmento ativo, e a recuperacao do referido anticorpo isolado
ou seu fragmento ativo.

17. Estojo para o diagnéstico de um tumor no qual o EGFR
estd amplificado ou sobre-expresso ou o EGFR é expresso na
forma de wuma proteina truncada, compreendendo o anticorpo
isolado ou seu fragmento ativo de acordo com uma das
reivindicacdes 1-9, opcionalmente com reagentes e/ou
instrugdes para utilizacéao.

18. Composicado farmacéutica compreendendo o anticorpo
isolado ou seu fragmento ativo de acordo com uma das
reivindicacdes 1-9 e, opcionalmente, um veiculo, um
transportador ou um diluente farmaceuticamente aceitdveis.
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19. Célula hospedeira compreendendo o &acido nucleico de
acordo com a reivindicagado 15.

20. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacgdo 19,
em que a referida célula hospedeira é selecionada de entre o
grupo que consiste em células de E. coli, leveduras, CHO, NSO
e células de inseto.

Lisboa, 2015-11-04
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FIG. 2D
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FIG. 4A
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FIG. 9A
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FIG. 10A

FIG. 10B

FIG. 10C

Volume tumoral (mm?) Volume tumoral (mm3)

Volume tumoral (mm3)

11/52

1750+
1500+
1250+
1000
750+
500
250
0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
ERER

Dias apos inoculagéo

15004
1250+
1000+

0 4 8 12 16 20 24 28
RREERE

Dias ap6s inoculagéo

1500
1250+
1000
7504
500+
250+
0

0 4 8 1216 2024 28 32 36 40 44
AEREY

Dias ap@s inoculagao



EP 2 163 256/PT
12/52

FIG. 11A
1750 -
1500 -
1250 -
1000 -

Volume tumoral (mm?)

T ¢ T T 71 1
10 12 14 16 18 20 22

6 8
REEREE
FIG. 11B
1500 —
1250
1000 -
750
500 ~
250

Volume tumoral (mm?®)

1 -4 1 ] 1 1 L]

T
8 10 12 14 16 18 20 2

Pt

Dias apos inoculagao

T T
0 2 4 6
?



EP 2 163 256/PT

13/52

TRATAMENTO DE XENOENXERTOS A431 COM

mAb 806 e AG1478

o S g

FIG. 12
1500 -
T o
£
—
< 100-
o
o)
=
-] 750
l_
L
="r
—
Q
250
26

DIAS APOS INOCULAGAO mab 806 nos dias: -1, 1,3, 6, 8, 10

T T T T A 1 T 3 F T i

P4 6 8 W N W OH W N X

AG1478 nos dias: 0, 2, 4,7, 9, 11

—tr VEICULO

& AR 805 (3.1 myi
—— AGT478 {400 1)
~ mAL805 + AG14T8



EP 2 163 256/PT

FIG. 13

14/52

A mAb 806

e

SONNNNNY

AN

125

Aumento percentual na ligacao

5 M AGH478

05 MAG14T8



EP 2 163 256/PT
15/52

FIG. 14

Sequéncia de ADN e proteica de VH de 806 e do péptido de sinal

Sequéncia de ADN

ATGAGAGTGUTGATTCT T T TG TCGC TG T TCACAGUCTTCCTGGTHGTUC TG T
GATGTGCAGCTTCAGGAGTCCGGACC TAGLC TGGTGARRCU T TCTUAGTC TCT
GTUCCTCACCTOCACTOTCACTGGCTACT CAATCACCAGTGATTTTGCCTGGA
ACTGEATCCGGCAGTTTCCACGAAACAAGCTGRAGTGOATGGGCTACATAAG
TTATACTGCGTAACACTAGGTAACARACCCATOTCCARAAGTCCAATCTCTATCA
CTCGRAGACACATCCAAGAACCARTTCTTCCTGCAGT TGARY TCPEYGACTATT
GAGGACACAGCCACCATATTACTOTGTAALGLCGGLACGCGLGEGTTYTCCTTATT
GOGGICARGGCGALTUTGOTCACACTGTCTCTGCA

A area sublinhada é o péptido de sinal

A restante sequéncia é a regido VH de 806

Sequéncia proteica

(“’VH

MRVELILIWLFTARPCVLSOVOLOESGPS LVKPEQSLELTC
TYVTEYSITEDFAWNWIROQFPONELEWMGY Y SGYSGNTRYH
PELESRISITRDTSKNQYELQLNGV T IBEDTATYYCV TAGRG
FPYWCOCGTLVTVIA
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FIG. 15

Sequéncia de ADN e proteica de VL de 806 e do péptido de sinal
Sequéncia de ADN

AGATGTGACATCCTCATGACCCARATCTCCATCCTCCATGTCTGTATCTCTEGE
AGACACAGTCAGCATCACTTGCCATTCAAGCTCAGGACATTARACAGTAATATA
GGGTGHTTGUAGCAGAGRACCAGGGARATCATTTAAGGGCO TGATC TATCATG
GAACCRACTTGGACGATGARGTTCCATCRAGGTTCAGTGGCRAGTGGATC TG
AGUCGATTATYCTOTCACOATUAGUAGUOTGGAR TCTHGAAGR T P TGUAGACT
ATTACTGTGTACAGTATECTCACGTTTCCETGCACCTTC GG TCEACGGTATZCAAG
CTGGARATCAAARTGY

ATGGTETCCACAGC TCAGTICCTYGCATTC T TG TTGC T TTGCTT TCCAGETGCA

A area sublinhada é o péptido de sinal

A restante sequéncia é a regido VL de 806

r—VVL
MVSTACFTAFLLLWEFEPGARCD I LMTOSPESMSVYSLGOTVS
1PCHSSQDINSKNICWLDCRPCKSFRKCLIYHCTNLODEVESR
FEGRGEGADYSLTISSLESEDFADYYOVOYAQFPRT VGEG
TELEIER

Sequéncia proteica
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FIG. 16
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FIG. 17
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FIG. 42C
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