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EPIDERMICO. A presente invencao refere-se ao campo de anticorpos recombinantes para uso na terapia do cancer humano.
Mais especificamente, a invengéo fornece o uso de uma composicao de anticorpo com duas especificidades de ligagdo nao
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uso terapéutico adicional € o uso de uma composigdo de anticorpo da invengéo para o tratamento de cancer que é resistente a
anticorpos anti-EGFR conhecidos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para
"COMPOSICOES DE ANTICORPO RECOMBINANTE DE ANTI-
RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO".

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencido refere-se ao campo de anticorpos

recombinantes para uso na terapia do cancer humano.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[0002] O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)

desempenha um papel importante na proliferagdo celular assim como

na apoptose, angiogénese e disseminagao metastatica, processos que
sao cruciais para a progressao do tumor (Salomon DS et al, Crit. Rev.
in Oncology/ Haematology, 19:183-232 (1995); Wu et al, J. Clin.
Invest., 95:1897-1905 (1995); Karnes et al, Gastroenterology, 114:930-
939 (1998); Woodburn et al, Pharmacol. Therap. 82: 241-250 (1999);
Price et al, Eur. J. Cancer, 32A:1977-1982 (1996)). De fato, estudos
tém mostrado que o crescimento celular mediado por EGFR esta
aumentado em uma variedade de tumores solidos, incluindo o cancer
de pulmédo de célula ndo pequena, cancer de prostata, cancer de
mama, cancer gastrico e tumores de cabeca e pescogo (Salomon DS
et al, Crit. Rev. in Oncology/Haematology, 19:183-232 (1995%)).
Adicionalmente, a ativagao excessiva de EGFR sobre a supericie da
célula cancerosa é conhecida agora estar associada com a doenga
avangada, o desenvolvimento de um fendtipo metastatico e um
progndstico sombrio em pacientes com cancer (Salomon DS et al, Crit.
Rev. in Oncology/ Haematology, 19:183-232 (1995)).

[0003] Adicionalmente, a expressdo de EGFR é frequentemente
acompanhada pela producao de ligantes de EGFR, TGF-alfa e EGF
entre outros, pelas células do tumor que expressam EGFR, o que
sugere uma alga autédcrina na progressao dessas células (Baselga, et
al.(1994) Pharmac. Therapeut. 64: 127-154; Modjtahedi, et al. (1994)
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Int. J. Oncology. 4: 277-296). O bloqueio da interacdo entre tais
ligantes de EGFR e EGFR, portanto, podem inibir o crescimento e a
sobrevivéncia do tumor (Baselga, et al.(1994) Pharmac. Therapeut. 64:
127-154).

[0004] EGFR é uma glicoproteina ligada a membrana com um
peso molecular de aproximadamente 170 kDa. EGFR consiste em um
dominio de ligagdo a um ligante externo glicosilado (621 residuos) e
um dominio citoplasmatico (542 residuos) conectados por um ligante
transmembrana curto com 23 aminoacidos. A parte extracelular de
EGFR contém 25 ligagdes dissulfeto e 12 sitios de glicosilagéo ligados
a N e é geralmente considerada consistir em quatro subdominios. As
estruturas cristalinas por raio X de EGFR sugerem que o receptor
adota ambas a conformacéo ligada auto-inibida que nao pode se ligar
a EGF (Ferguson et al, Mol Cell, 2003, vol 11: 507-517) e uma
conformacédo ativa que pode mediar a ligagcado ao ligante de EGF e a
dimerizacdo do receptor (Garret et al, Cell 2002, vol 110:763-773;
Ogiso et al, Cell, 2002, vol 110:775-787). Em particular, o dominio | e 0
dominio Il tém sido sugeridos fornecer contribuicbes aditivas para a
formacdo de um sitio de ligagédo ao ligante de alta afinidade. Os
dominios Il e IV s&o regides semelhantes a laminina ricas em cisteina
que estabilizam o enovelamento da proteina e contém uma possivel
interface de dimerizacdo de EGFR.

[0005] EGFR é conhecido por existir em varias conformacdes
diferentes sobre a superficie celular, onde a conformagao ligada ou
bloqueada é a mais frequente. A conformacao ligada nao pode
dimerizar e, portanto € inativa. O anticorpo terapéutico Erbitux é
conhecido por estabilizar a conformagdo ligada pela ligacdo ao
dominio Il e dificultar estericamente o receptor na obteng¢ao do estado
nao amarrado. Entretanto, alguns receptores ainda podem ser

capazes de adotar a conformacdo nao ligada, de ligar ao ligante e
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dimerizar. Um anticorpo monoclonal (mAb) sé sera tipicamente eficaz
na ligagao contra uma das conformacdes e, portanto, ndo pode atingir
eficazmente células de cancer que exibem outras conformacdes ou
células de cancer que exibem uma variedade de conformagoes.

[0006] Anticorpos monoclonais (mAbs) direcionados para o
dominio de ligacdo ao ligante de EGFR podem bloquear a interagao
com os ligantes de EGFR e, concomitantemente, a via de sinalizagao
intracelular resultante.

[0007] Erbitux™ (Cetuximab) € um anticorpo monoclonal quimérico
recombinante de humano/camundongo que se liga especificamente ao
dominio extracelular de EGFR humano. Erbitux &€ composto das
regides Fv de um anticorpo anti-EGFR de murino com as regides
constantes da cadeia pesada e kappa leve de IgG1 humana e tem um
peso molecular aproximado de 152 kDa. Erbitux € produzido em
cultura de célula de mamifero (mieloma de murino). Erbitux esta
aprovado para o tratamento de pacientes com cancer colo-retal
metastatico e cujo tumor expressa EGFR. Adicionalmente, Erbitux é
usado em combinagcdo com a terapia de radiacao para tratar pacientes
com cancer de células escamosas de cabeca e pesco¢co que nao
podem ser removidos por cirurgia ou como tratamento de segunda
linha de cancer de célula escamosa de cabeca e pesco¢o que nao
respondeu a terapia padronizada baseada em platina.

[0008] Vectibix™ (panitumumab) é um anticorpo monoclonal
recombinante de kappa de IgG2 humana que se liga especificamente
a EGFR humano. Vectibix tem um peso molecular aproximado de 147
kDa. Panitumumab é produzido em células de mamifero manipuladas
geneticamente (Ovario de Hamster Chinés). Vectibix estd aprovado
para o tratamento de pacientes com cancer colo-retal metastatico e
cujo tumor expressa EGFR com progressdo da doenga ou

acompanhando o0s regimes de quimioterapia que contém
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fluorpirimidina, oxaliplatina e irinotecan.

[0009] Cetuximab, comercializado pela Imclone sob o nome
comercial de Erbitux, esta descrito em US 4.943.533 e WO 96/40210.
Panitumumab, comercializado pela Abgenix sob o nome comercial de
Vectibix, esta descrito em US 6.235.883. Zalutuzumab (Humax-EGFR)
€ outro anticorpo anti-EGFR atualmente submetido ao
desenvolvimento clinico. O anticorpo foi desenvolvido pela Genmab e
esta descrito no WO 02/100348 e WO 2004/056847. Cetuximab,
Panitumumab e Zalutumumab se ligam ao mesmo epitopo sobre
EGFR.

[00010] Nimotuzumab (TheraCIM hR3) descrito em US 5.891.996 e
US 6.506.883 esta aprovado para o tratamento de cancer em varios
paises em torno do mundo, mas nao na Europa ou Estados Unidos.
[00011] Anticorpos anti-EGFR adicionais que estdo ou estiveram
sob desenvolvimento clinico incluem:

- ICR62 desenvolvido pelo The Institute of Cancer
Research. O anticorpo esta descrito em WO 95/20045.

- mAb806, que é um anticorpo monoclonal direcionado
contra uma forma mutante de EGFR, (EGFR vlll). O anticorpo é
desenvolvido pelo Ludwig Institute of Cancer Research e esta descrito
no WO 02/092771.

- Matuzumab (EMD72000) desenvolvido por Merck-Serono
esta descrito no WO 02/66058. O precursor de murino, mAb425 esta
descrito no WO 92/15683.

[00012] E sabido na técnica que a exposicdo prolongada a um
anticorpo monoclonal pode causar selecao de tumores resistentes. Tal
situacdo pode surgir em pacientes que recebem tratamento
prolongado com um anticorpo monoclonal. Com o uso difundido de
Erbitux (da Imclone) e Vectibix (da Abgenix), dois anticorpos

monoclonais que se ligam ao mesmo epitopo, € provavel que os
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clinicos encontrem tumores com resisténcia a esses anticorpos.
Anticorpos monoclonais adicionais estdo em teste clinico e podem
entrar no comércio nos préoximos anos. Entre esses esta Humax-Egfr
(Zalutumumab da Genmab) que se liga ao mesmo epitopo como
Erbitux e Vectibix. Pode ser presumido que um tumor sendo resistente
a qualquer um desses trés anticorpos monoclonais também é
resistente aos outros dois.

[00013] Igualmente, pode haver exemplos clinicos de tumores
resistentes a qualquer um dos outros anticorpos monoclonais anti-
EGFR que estdo atualmente em teste clinico: Nimotuzumab (YM
Biosciences, Cuba), Matuzumab (Merck KGaA), mAb806 (Ludwig
Institute) e ICR62 (Institute of Cancer Research).

[00014] A resisténcia completa ou parcial do tumor a qualquer um
desses anticorpos monoclonais pode ser ensaiada usando uma
amostra isolada de um paciente, tal que possa ser conhecido, a priori,
se o tumor é resistente ou n&o.

[00015] Além da resisténcia a terapia com anticorpo monoclonal (ou
tumores refratarios), outro problema no tratamento de canceres que
expressam EGFR é a recorréncia ou progressdo do tumor depois da
cirurgia, terapia de radiagdo e/ou tratamento médico com
quimioterapéuticos, inibidores da tirosina quinase (TKIs) e/ou
anticorpos monoclonais. Ha uma presuncdo de que um tumor
recorrente ou progressivo deve ser tratado com um medicamento
diferente ja que a recorréncia ou progressdo podem ser o resultado de
resisténcia ou pelo menos de resisténcia parcial. Portanto, ha uma
necessidade de uma segunda ou terceira linha de tratamento de
cancer que nao € responsivo a um tratamento anterior com o anticorpo
anti-EGFR ou que progride depois do dito tratamento anterior com o
anticorpo anti-EGFR.

SUMARIO DA INVENCAO
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[00016] Os presentes inventores verificaram que uma linhagem
celular de cancer sendo resistente ao Erbitux (Cetuximab) pode ser
tratada efetivamente in vitro com uma composicdo de anticorpo da
presente invencgao, apesar da exposi¢ao da linhagem celular resistente
a Vetibix (Panitumumab) ser tdo ineficaz como é o tratamento com
Erbitux. E esperado que Zalutumumab também seja ineficaz contra
essa linhagem celular. Esses resultados levaram a conclusao de que
uma composi¢cao de anticorpo da presente invencao é eficaz contra
tumores resistentes a Erbitux, Vectibix e Zalutumumab. Portanto, uma
composicao de anticorpo da presente invengcao pode ser usada para
tratar pacientes que nao respondem a nenhum desses produtos.
Igualmente, uma composi¢cdo de anticorpo da presente invengao pode
ser usada para tratar tumores que sao inicialmente resistentes a
qualquer um desses anticorpos monoclonais. A resisténcia a um
anticorpo monoclonal tal como Erbitux pode ser ensaiada in vitro
usando os métodos descritos no Exemplo 21. Portanto, quando uma
linhagem de célula de cancer prolifera em um meio contendo 10 ug/mL
de Erbitux, ela é considerada parcialmente resistente ao Erbitux. A
resisténcia a Panitumumab e Zalutumumab pode ser ensaiada da
mesma maneira.

[00017] Baseado nessas observacbes, o0s inventores também
consideram o uso de uma composicdo de anticorpo da presente
invencdo para o tratamento de céncer que € resistente ou
parcialmente resistente a qualquer um dos outros anticorpos anti-
EGFR que estdo atualmente sob desenvolvimento, incluindo, mas néo
limitado a Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab, nimotuzumab,
ICR62, mAb806, Matuzumab e anticorpos capazes de se ligar ao
mesmo epitopo como qualquer um desses.

[00018] Os resultados foram confirmados por um estudo in vivo

(Exemplo 23), onde uma linhagem de célula de céncer agressivo foi
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implantada em camundongos. Depois do tratamento inicial com
Erbitux, os responsivos parciais foram selecionados expostos tanto ao
tratamento prolongado com Erbitux quanto ao tratamento com uma
composicado de anticorpo da presente invengao. O ultimo resultou em
reducao rapida no tamanho dos tumores, enquanto que o tratamento
continuo com Erbitux resultou em manutencido do tamanho do tumor.
A eficacia pré-clinica é obtida mesmo quando ha uma superposi¢ao
parcial na ligagao entre Erbitux e os anticorpos 1024 e 992 da
presente invencao. Portanto, imediatamente depois de trocar de
Erbitux para a terapia com 1024/992, havera residuos de Erbitux nos
tumores e havera competicdo na ligacdo entre Erbitux e os dois
anticorpos da composicdo da presente invencdo reduzindo
potencialmente a eficacia da composicdo de anticorpo da presente
invengdo. Entretanto, isso ndo afeta significativamente a eficacia do
tratamento com 1024/992.

[00019] Um estudo in vivo também confirmou (Exemplo 25) que as
células resistentes ao Erbitux podem ser eficientemente tratadas com
a combinacdo de anticorpos da presente invencdo. Portanto, o
mecanismo de resisténcia adquirido contra Erbitux ndo afeta a eficacia
da composic¢ao de anticorpo da presente invencao.

[00020] Em conclusdo, uma composicdo de anticorpo da invengéo
pode ser usada para tratar um cancer que seja resistente ou
parcialmente resistente a um anticorpo monoclonal anti-EGFR tal
como Erbitux e para tratar cancer em um individuo que recebeu
tratamento com um anticorpo monoclonal anti-EGFR, tal como Erbitux,
em um regime de tratamento prévio.

[00021] Baseado na ligacdo idéntica de Erbitux, Vectibix e
Zalutumumab, é esperado que resultados similares possam ser
obtidos para esses trés mAbs. Baseado nessas observacgdes, os

inventores também observaram o uso de uma composi¢cdo de
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anticorpo da presente invencdo no tratamento de cancer que tenha
sido previamente tratado com outro anticorpo monoclonal anti-EGFR
incluindo, mas nao limitado a Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab,
nimotuzumab, ICR62, mAb806, Matuzumab e anticorpos capazes de
se ligar ao mesmo epitopo como qualquer um desses. A eficacia de tal
tratamento pode ser verificada em um estudo pré-clinico similar ao
estudo descrito no Exemplo 23.
[00022] Adicionalmente, os presentes inventores determinaram que
o crescimento recorrente do tumor que acompanha o tratamento com
uma composicdo de anticorpo da presente invencao pode ser
eliminado com sucesso usando uma composicdo de anticorpo da
presente invencao. Isso foi demonstrado no estudo pré-clinico descrito
no Exemplo 22. Tumores recorrentes foram eliminados tao
eficientemente quanto os tumores originalmente implantados,
indicando claramente que esses tumores nao eram resistentes ao
tratamento com uma composicao de anticorpo invencéo.
[00023] Portanto, em um primeiro aspecto, a invencao refere-se a
uma composicao de anticorpo para uso em um metodo de tratamento
de cancer em um individuo que tenha sido submetido a um regime de
tratamento anterior envolvendo um anticorpo anti-EGFR humano, a
dita composicdo de anticorpo compreendendo pelo menos duas
moléculas distintas de anticorpo anti-EGFR humano,

a. em que uma primeira molécula distinta de anticorpo anti-
EGFR é selecionada do grupo que consiste em anticorpo 992, um
anticorpo que compreende as sequéncias de VL (aminoacidos 3 a 109
de SEQ ID NO:72) e VH (aminoacidos 3 a 124 de SEQ ID NO:40) do
anticorpo 992, um anticorpo que possua as CDR3s do anticorpo 992
(SEQ ID NO:116 e 111), um anticorpo que se ligue ao mesmo epitopo
como o anticorpo 992 e um anticorpo capaz de inibir a ligagado do

anticorpo 992 a EGFR humano; e
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b. em que uma segunda molécula distinta de anticorpo anti-
EGFR é selecionada do grupo que consiste em anticorpo 1024, um
anticorpo que compreende as sequéncias de VL (aminoacidos 3 a 114
de SEQ ID NO:73) e VH (aminoacidos 3 a 120 de SEQ ID NO:41) do
anticorpo 1024, um anticorpo que possua as CDR3s do anticorpo 1024
(SEQ ID NO:120 e 114), um anticorpo que se ligue ao mesmo epitopo
como o anticorpo 1024 e um anticorpo capaz de inibir a ligacédo do
anticorpo 1024 a EGFR humano.
[00024] Em uma modalidade, o dito regime de tratamento anterior
envolve uma composi¢ao de anticorpo idéntica a dita composicao de
anticorpo.
[00025] Em outra modalidade, o dito regime de tratamento anterior
envolve um anticorpo anti-EGFR humano selecionado do grupo que
consiste em Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab, nimotuzumab,
ICR62, mAb806, Matuzumab e anticorpos capazes de se ligar ao
mesmo epitopo como qualquer um desses. Preferivelmente, o dito
anticorpo anti-EGFR humano é selecionado do grupo que consiste em
Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab e anticorpos capazes de se
ligar ao mesmo epitopo como qualquer um desses. Mais
preferivelmente, o dito anticorpo anti-EGFR humano é selecionado do
grupo que consiste em Cetuximab e Panitumumab e anticorpos
capazes de se ligar ao mesmo epitopo como qualquer um desses.
Mais preferivelmente, o dito anticorpo anti-EGFR humano é Cetuximab
ou um anticorpo capaz de ligar ao mesmo epitopo como Cetuximab.
[00026] O cancer pode ser selecionado do grupo que consiste em
cancer de cabeca e pescoco, cancer de colon, cancer de mama,
cancer renal, cancer de pulmao, cancer ovariano, cancer de prostata,
glioma, cancer pancreatico, cancer de bexiga, carcinoma de pulmao
de célula ndo pequena (NSCLC), cancer gastrico, cancer cervical,

cancer hepato-celular, cancer gastro-esofagico, cancer colo-retal,
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cancer retal, carcinoma epitelioide, RCC, carcinoma de célula
escamosa de cabeca e pescogo (SCCHN), cancer de esoéfago,
glioblastoma multiforme, carcinoma de célula escamosa e cancer de
rim, melanoma, carcinoma e sarcoma como descritos aqui.

[00027] O tratamento com anticorpo pode ser uma terapia
adjuvante, depois da cirurgia e/ou da terapia com radiagao.

[00028] O tratamento pode ser uma terapia de combinagdo que
envolve o tratamento com quimioterapia e/ou pelo menos um dos
inibidores de tirosina quinase e/ou pelo menos um inibidor da
angiogénese e/ou pelo menos um horménio e/ou pelo menos um
agente indutor da diferenciagéo.

[00029] O regime de tratamento anterior pode ser uma terapia de
primeira linha, uma terapia de segunda linha ou uma terapia de
terceira linha.

[00030] A terapia de primeira linha pode envolver, adicionalmente,
um regime de tratamento com quimioterapia e/ou pelo menos um dos
inibidores de tirosina quinase e/ou pelo menos um inibidor da
angiogénese e/ou pelo menos um hormdnio e/ou pelo menos um
agente indutor da diferenciacéo.

[00031] A quimioterapia inclui preferivelmente a administracdo de
um composto quimioterapéutico selecionado do grupo que consiste em
adriamicina, cisplatina, taxol, doxorubicina, topotecan, fluorpirimidina,
oxaliplatina e irinotecan.

[00032] Em algumas modalidades da invengdo, o individuo
progrediu durante ou acompanhando o regime de tratamento anterior.
Em outras modalidades, o individuo progrediu depois do dito
tratamento anterior.

[00033] O cancer pode ser resistente ou parcialmente resistente ao
regime de tratamento anterior.

[00034] Em um aspecto adicional, a invencdo refere-se a uma
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composicao de anticorpo para uso em um meétodo de tratamento de
cancer, em que o dito cancer € resistente ou parcialmente resistente
ao tratamento com pelo menos outro anticorpo anti-EGFR selecionado
do grupo que consiste em Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab,
nimotuzumab, ICR62, mAb806, Matuzumab e anticorpos capazes de
se ligar a0 mesmo epitopo como qualquer um desses; a dita
composicado de anticorpo compreendendo pelo menos duas moléculas
distintas de anticorpo anti-EGFR,

a. em que uma primeira molécula distinta de anticorpo anti-
EGFR é selecionada do grupo que consiste em anticorpo 992, um
anticorpo que compreende as sequéncias de VL (aminoacidos 3 a 109
de SEQ ID NO:72) e VH (aminoacidos 3 a 124 de SEQ ID NO:40) do
anticorpo 992, um anticorpo que possua as CDR3s do anticorpo 992
(SEQ ID NO:116 e 111), um anticorpo que se ligue ao mesmo epitopo
como o anticorpo 992 e um anticorpo capaz de inibir a ligagado do
anticorpo 992 a EGFR humano; e

b. em que uma segunda molécula distinta de anticorpo anti-
EGFR é selecionada do grupo que consiste em anticorpo 1024, um
anticorpo que compreende as sequéncias de VL (aminoacidos 3 a 114
de SEQ ID NO:73) e VH (aminoacidos 3 a 120 de SEQ ID NO:41) do
anticorpo 1024, um anticorpo que possua as CDR3s do anticorpo 1024
(SEQ ID NO:120 e 114), um anticorpo que se ligue ao mesmo epitopo
como o anticorpo 1024 e um anticorpo capaz de inibir a ligacdo do
anticorpo 1024 a EGFR humano.
[00035] De acordo com esse aspecto, a composicdo pode ser
usada para terapia de primeira linha.
[00036] Em outras modalidades desse aspecto, a composi¢cao é
usada como terapia de segunda linha acompanhando um regime de
tratamento que envolve a quimioterapia e/ou pelo menos um dos

inibidores de tirosina quinase e/ou pelo menos um inibidor da
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angiogénese e/ou pelo menos um horménio e/ou pelo menos um
agente indutor da diferenciacdo. A composicdo também pode ser
usada como terapia de terceira linha.
[00037] A composigcao pode ser usada como terapia de combinacéo
junto com a quimioterapia e/ou pelo menos um dos inibidores de
tirosina quinase e/ou pelo menos um inibidor da angiogénese e/ou
pelo menos um hormdnio e/ou pelo menos um agente indutor da
diferenciacao.
[00038] Em algumas modalidades, a composi¢cdo € usada como
terapia adjuvante depois da cirurgia e/ou da terapia de radiagao.
[00039] A resisténcia completa ou parcial ¢é determinada
preferivelmente pelo ensaio de uma amostra de células de cancer
isoladas do dito individuo. Esse ensaio pode incluir medir a ligacédo de
Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab, nimotuzumab, ICR62,
mAb806, Matuzumab e de anticorpos capazes de se ligar ao mesmo
epitopo como qualquer um desses a células de cancer do dito
individuo. A auséncia de ligagdo indica resisténcia ao anticorpo.
Alternativamente, a resisténcia parcial ou completa pode ser
determinada em um ensaio de proliferagdo similar ao ensaio do
Exemplo 21.
[00040] Em aspectos adicionais relacionados, a invencao refere-se
a

- um método de redugao da sinalizacao de EGFR,

- um método para destruir as células que expressam EGFR,

- um método para induzir apoptose em células que
expressam EGFR,

- um método de inibir a proliferacdo de células que
expressam EGFR,

- um método para induzir a diferenciacdo de células

tumorais in vivo, e
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- um método para induzir a internalizagao de EGFR,

os ditos meétodos compreendendo administrar uma
composicao de anticorpo para uma composicdo de células que
expressam EGFR, as ditas células tendo sido previamente submetidas
a um anticorpo anti-EGFR selecionado do grupo que consiste em
Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab, nimotuzumab, ICR62,
mAb806, Matuzumab e de anticorpos capazes de se ligar a0 mesmo
epitopo como qualquer um desses, a dita composi¢cao de anticorpo
sendo como descrita no presente pedido.
[00041] Em outros aspectos adicionais, a invencgao refere-se a

- um método de redugao da sinalizacao de EGFR,

- um método para destruir as células que expressam EGFR,

- um método para induzir apoptose em células que
expressam EGFR,

- um método de inibir a proliferacdo de células que
expressam EGFR,

- um método para induzir a diferenciacdo de células
tumorais in vivo, e

- um método para induzir a internalizagao de EGFR,

os ditos meétodos compreendendo administrar uma
composicdo de anticorpo para uma composicdo de células que
expressam EGFR, as ditas células sendo resistentes ou parcialmente
resistentes a um anticorpo anti-EGFR selecionado do grupo que
consiste em Cetuximab, panitumumab, Zalutumumab, nimotuzumab,
ICR62, mAb806, Matuzumab e de anticorpos capazes de se ligar ao
mesmo epitopo como qualquer um desses, a dita composicido de
anticorpo sendo como descrita no presente pedido.
[00042] Para esses aspectos da invengdo, a composicao de
anticorpo da invencao pode ser qualquer uma das composi¢cdes aqui

descritas. Preferivelmente, a composi¢ao de anticorpo da invencao é
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como descrita na secdao com o titulo Composicdo de anticorpo
preferida, isto €, uma composi¢cado baseada nos anticorpos 1024 e 992
como aqui descrita.
Definigbes

[00043] A expressao "anticorpo" define um componente funcional
do soro e é geralmente referida tanto como uma colegdo de moléculas
(anticorpos ou imunoglobulinas) quanto como uma molécula (a
molécula de anticorpo ou molécula de imunoglobulina). Uma molécula
de anticorpo é capaz de se ligar ou de reagir com um determinante
antigénico especifico (o antigeno ou o epitopo antigénico), que por sua
vez pode levar a indugdo de mecanismos efetores imunoldgicos. Uma
molécula de anticorpo individual é geralmente conceituada como
mono-especifica e uma composicdo de moléculas de anticorpo pode
ser monoclonal (isto é, consistindo em moléculas de anticorpo
idénticas) ou policlonal (isto €, consistindo em duas ou mais moléculas
de anticorpo diferentes que reagem com o0 mesmo ou com epitopos
diferentes sobre o mesmo antigeno ou até sobre antigenos distintos,
diferentes). Cada molécula de anticorpo tem uma estrutura unica que a
capacita se ligar especificamente a seu antigeno correspondente e
todas as moléculas de anticorpo natural ttm a mesma estrutura basica
global de duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas
idénticas. Os anticorpos também sao conhecidos coletivamente como
imunoglobulinas. As expressdes anticorpo ou anticorpos como usadas
aqui, também sao pretendidas incluir anticorpos quiméricos e de
cadeia simples, assim como fragmentos de ligacdo de anticorpos, tais
como Fab, fragmentos Fv ou fragmentos scFv, assim como formas
multiméricas tais como moléculas diméricas de IgA ou de IgM
pentavalente. Um anticorpo pode ser humano, de murino, quimérico,
humanizado ou reformulado.

[00044] A expressao "par codificador cognato de Vx4 e V." descreve
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um par original de sequéncias codificadoras de Vu e V. contidas dentro
ou derivadas da mesma célula que produz anticorpo. Portanto, um par
cognato de VH e VL representa o pareamento de Vx e Vi originalmente
presente no doador, a partir do qual a célula é derivada. A expressao
"um anticorpo expresso a partir de um par codificador de V4 e V"
indica que um anticorpo ou fragmento de anticorpo é produzido a partir
de um vetor, plasmideo ou similar contendo a sequéncia codificadora
de Vu e VL. Quando um par codificador cognato de Vi e Vi é expresso,
tanto como um anticorpo completo quanto como um fragmento estavel
desse, ele preserva a afinidade de ligacdo e a especificidade do
anticorpo originalmente expresso a partir da célula da qual ele é
derivado. Uma biblioteca de pares cognatos também & denominada
como um repertério ou colegcdo de pares cognatos e podem ser
mantidos individualmente ou agrupados.

[00045] A expressao "CDR" — regido determinante de
complementaridade — é como definida em Lefranc et al (2003) IMGT
unique numbering for immunoglobulin and T cell receptor variable
domains and Ig superfamily V-like domains. Dev. Comp. Immunol 27,
55-77.

[00046] A expressdao "um membro distinto de uma proteina
policlonal recombinante" designa uma molécula de proteina de uma
composicao de proteina que compreende moléculas de proteina
diferentes, porém homodlogas, onde cada molécula de proteina é
homdloga a outras moléculas da composigcdo, mas também contém
uma ou mais segmentos de sequéncia variavel de polipeptideo, que
é/sao caracterizada(s) pelas diferengas na sequéncia de aminoacidos
entre membros individuais da proteina policlonal.

[00047] A expressao "promotores cabeca-cabeca" refere-se a um
par de promotores colocados em intima proximidade, tal que a

transcricdo de dois fragmentos de gene pelos promotores ocorre em
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diregdes opostas. Um promotor cabeca-cabeca também pode ser
construido com uma carga composta de acidos nucleicos irrelevantes
entre os dois promotores. Tal fragmento de carga pode conter
facilmente mais do que 500 nucleotideos. Promotores cabeca-cabeca
também podem ser denominados promotores bidirecionais.

[00048] A expressao "imunoglobulina" &€ usada comumente como
uma designacéo coletiva da mistura de anticorpos encontrados no
sangue ou no soro, mas também pode ser usada para designar uma
mistura de anticorpos derivados de outras fontes.

[00049] A expressao "molécula de imunoglobulina" designa uma
molécula de anticorpo individual, por exemplo, como sendo parte de
uma imunoglobulina ou parte de qualquer composigcao de anticorpo
policlonal ou monoclonal.

[00050] A expressao "uma biblioteca de moléculas variantes de
acido nucleico de interesse" € usada para descrever a colecdo de
moléculas de acido nucleico que coletivamente codifica uma "proteina
policlonal recombinante de interesse". Quando usada para a
transfecgcao, a biblioteca de moléculas variantes de acido nucleico de
interesse esta contida em uma biblioteca de vetores de expressao. Tal
biblioteca tipicamente tera pelo menos 2, 3, 5, 10, 20, 50, 1000, 10%,
10° ou 10° membros distintos.

[00051] A expressao "transferéncia em massa" é usada para
descrever a transferéncia de sequéncias de acido nucleico de
interesse de uma populacao de vetores para outra populagdo de
vetores e fazendo isso para cada DNA simultaneamente sem recorrer
ao isolamento dos DNAs individuais de interesse. Tais populacdes de
vetores podem ser bibliotecas que contém, por exemplo, regides
variaveis, promotores, lideres ou elementos intensificadores de
interesse. Essas sequéncias podem ser entdo transferidas sem

isolamento prévio, por exemplo, de um vetor de fago para um vetor de
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expressdo de mamifero. Especialmente para sequéncias de anticorpo,
essa técnica garante que a ligagao entre a diversidade de Vx e VL ndo
seja perdida enquanto se transfere bibliotecas, por exemplo, de um
vetor de selecdo (por exemplo, um vetor de apresentacdo em fago)
para um vetor de expressdo em mamifero. Dessa maneira, o
pareamento original de Vx e Vi é mantido.

[00052] Como usada aqui, a expressao "operativamente ligada"
refere-se a um segmento a ser ligado a outro segmento quando
colocado em um relacionamento funcional com o outro segmento. Por
exemplo, o DNA que codifica uma sequéncia de sinal esta
operativamente ligado ao DNA que codifica um polipeptideo, se ele é
expresso como um lider que participa da transferéncia do polipeptideo
para o reticulo endoplasmatico. Um promotor ou intensificador também
estdo operativamente ligados a uma sequéncia codificadora se eles
estimularem a transcri¢gao da sequéncia.

[00053] A expressdao ‘"anticorpo policlonal® descreve uma
composicdo de moléculas de anticorpos diferentes que é capaz de se
ligar ou reagir com varios determinantes antigénicos especificos
diferentes sobre 0 mesmo ou sobre antigenos diferentes. Geralmente,
a variabilidade de um anticorpo policlonal é considerada estar
localizada nas assim chamadas regides variaveis do anticorpo
policlonal. Entretanto, no contexto da presente invengcao, a
policlonalidade também pode ser compreendida como descrevendo
diferencas entre as moléculas individuais de anticorpo que residem
nas assim chamadas regides constantes, por exemplo, como no caso
de misturas de anticorpos que contém dois ou mais isotipos de
anticorpo, tais como os isotipos de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e
IgA2 humanas ou os isotipos 1gG1, IgG2a, IgG2b, 1IgG3 e IgA de
murino. Para os propdsitos da presente invencao, tal anticorpo

policlonal também pode ser denominado como "uma composigao de
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anticorpo".

[00054] A expressao epitopo" € comumente usada para descrever
uma proporgao de uma molécula maior ou uma parte de uma molécula
maior (por exemplo, antigeno ou sitio antigénico) que possui atividade
antigénica ou imunogénica em um animal, preferivelmente um
mamifero, e mais preferivelmente em um humano. Um epitopo que
possui atividade imunogénica € uma por¢ao de uma molécula maior
que desencadeia uma resposta de anticorpo em um animal. Um
epitopo que possui atividade antigénica é uma porgdo de uma
molécula maior a qual um anticorpo se liga imuno-especificamente
como determinado por qualquer método bem conhecido na técnica,
por exemplo, pelos imunoensaio aqui descritos. Epitopos antigénicos
nao precisam necessariamente ser imunogénicos. Um antigeno é uma
substancia a qual um anticorpo ou fragmento de anticorpo se liga
imuno-especificamente, por exemplo, uma toxina, virus, bactérias,
proteinas ou DNA. Um antigeno ou sitio antigénico geralmente tem
mais do que um epitopo, a menos que ele seja muito pequeno e é
geralmente capaz de estimular uma resposta imune. Os epitopos
podem ser lineares ou conformacionais. Um epitopo linear consiste em
cerca de 6 a 10 aminoacidos adjacentes sobre uma molécula de
proteina que é reconhecido por um anticorpo. Em contraste, um
epitopo conformacional consiste em aminoacidos que ndo estao
arranjados sequencialmente. Aqui o anticorpo reconhece apenas a
estrutura tridimensional. Quando uma molécula de proteina se enovela
em uma estrutura tridimensional, os aminoacidos que formam o
epitopo sao justapostos possibilitando ao anticorpo reconhecer a
sequéncia. Em uma proteina desnaturada apenas o epitopo linear
pode ser reconhecido. Um epitopo conformacional, por definicdo, deve
estar no lado de fora da proteina enovelada. Um anticorpo que

reconhece o0 epitopo conformacional pode se ligar apenas sob
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procedimentos ndo desnaturantes, discretos. Os anticorpos que se
ligam a diferentes epitopos sobre o mesmo antigeno podem ter efeitos
variaveis sobre a atividade do antigeno que eles ligam, dependendo
da localizac&do do epitopo. Um anticorpo que se liga a um epitopo em
um sitio ativo do antigeno pode bloquear a fungdo do antigeno
completamente, enquanto que outro anticorpo que se ligue a um
epitopo diferente pode ter pouco ou nenhum efeito sobre a atividade
do antigeno isolado. Tais anticorpos podem, entretanto, ainda ativar o
complemento e dessa maneira resultar na eliminagdo do antigeno e
podem resultar em efeitos sinérgicos quando combinados com um ou
mais anticorpos que se ligam em diferentes epitopos sobre 0 mesmo
antigeno. Na presente inveng¢ao, o epitopo €&, preferivelmente, uma
propor¢ao do dominio extracelular de EGFR. Antigenos da presente
invengdo sao preferivelmente dominios extracelulares de proteinas
EGFR, polipeptideos ou fragmentos dessas, aos quais um anticorpo
ou fragmento de anticorpo se liga imuno-especificamente. Um
antigeno associado a EGFR também pode ser um analogo ou
derivado do polipeptideo ou fragmento de dominio extracelular de
EGFR ao qual um anticorpo ou fragmento de anticorpo se liga imuno-
especificamente.

[00055] Anticorpos capazes de competir um com o outro pela
ligagdo ao mesmo antigeno, podem se ligar ao mesmo ou a epitopos
superpostos ou podem ter um sitio de ligagdo em intima vizinhanga um
com o outro, tal que a competicdo € causada principalmente por
impedimento estérico. Métodos para determinar a competicdo entre
anticorpos estao descritos nos exemplos.

[00056] Como usada aqui, a expressao "proteina policlonal" ou
"policlonalidade" refere-se a uma composicdo de proteina que
compreende moléculas de proteina diferentes, mas homdlogas,

selecionadas preferivelmente da superfamilia de imunoglobulinas.
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Portanto, cada molécula de proteina € homologa a outras moléculas
da composicdo, mas também contém uma ou mais segmentos de
sequéncia variavel de polipeptideo, que é/sdo caracterizada(s) pelas
diferengas nas sequéncias de aminoacidos entre membros individuais
da proteina policlonal. Exemplos conhecidos de tais proteinas
policlonais incluem anticorpos ou moléculas de imunoglobulina,
receptores de célula T e receptores de célula B. Uma proteina
policlonal pode consistir em um subgrupo definido de moléculas de
proteina, que tenha sido definido por um aspecto comum tal como a
atividade de ligagao partilhada contra um alvo desejado, por exemplo,
no caso de um anticorpo policlonal contra o antigeno alvo desejado.
[00057] Por "proteina" ou "polipeptideo" entende-se qualquer
cadeia de aminoacidos, sem levar em consideracao a extensdo ou a
modificagdo pos-traducional. As proteinas podem existir como
mondmeros ou multimeros, que compreendem duas ou mais cadeias
de polipeptideos reunidas, fragmentos de proteinas, polipeptideos,
oligopeptideos ou peptideos.

[00058] A expressao "RFLP" refere-se a "polimorfismo de extenséo
de fragmento de restricdo", um método através do qual o padréo
migratério em gel de fragmentos de molécula de acido nucleico é
analisado depois da clivagem com enzimas de restricio.

[00059] A expressado "embaralhamento" descreve situacbes onde
dois ou mais membros distintos de uma proteina policlonal
compreendida por duas cadeias de polipeptideos diferentes, por
exemplo, da superfamilia das imunoglobulinas, sdo expressos a partir
de uma célula individual. Essa situagao pode surgir quando a célula
individual integrou no seu genoma mais do que um par de segmentos
de gene, onde cada par de segmentos de gene codifica um membro
distinto da proteina policlonal. Em tais situacbes, podem ser feitas

combinagdes néo pretendidas das cadeias de polipeptideo expressas
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a partir dos segmentos de gene. Essas combinagdes nao pretendidas
de cadeias de polipeptideo podem nao ter qualquer efeito terapéutico.
[00060] A expressao "embaralhamento de cadeia Vh e V" € um
exemplo do embaralhamento acima descrito. Nesse exemplo,
segmentos de gene que codificam Vu e VL constituem um par de
segmentos de gene. O embaralhamento ocorre quando combinagdes
nao pretendidas de polipeptideos de V4 e V. s&o produzidas a partir de
uma célula onde dois pares de segmento de gene que codificam Vy e
VL diferentes estdo integrados na mesma célula. Tal molécula de
anticorpo embaralhada nao retém, provavelmente, a especificidade
original e, portanto, ndo deve ter qualquer efeito terapéutico.

[00061] A expressao "transfeccdo" é usada aqui como uma
expressao ampla para a introducido de DNA estranho em uma célula.
A expressdo também pretende cobrir outros métodos funcionais
equivalentes para a introducao de um DNA estranho em uma célula,
tal como, por exemplo, a transformacao, infecg¢ao, transdugao ou fuséo
de uma célula doadora e uma célula aceptora.

[00062] As expressbes "sequéncia variavel de polipeptideo" e
"regiao variavel" s&o usadas alternativamente.

[00063] A expressao "epitopos distintos" significa que quando dois
anticorpos diferentes se ligam a epitopos distintos, ha menos do que
100% de competicao pela ligagdo ao antigeno, preferivelmente menos
do que 50% de competicdo pela ligacdo ao antigeno, mais
preferivelmente essencialmente nenhuma competicdo pela ligagdo ao
antigeno. Uma analise de "epitopos distintos" de pares de anticorpo é
determinada tipicamente pelos experimentos de ligagao sob condigbes
de saturacdo de anticorpo tanto pela analise FACS sobre células que
expressam EGFR e anticorpos fluorescentes  marcados
individualmente, quanto pela Ressondncia de Plasma de superficie

usando antigenos EGFR capturados ou conjugados a uma superficie
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celular flutuante como descrito nos exemplos.

[00064] A expressao ser capaz de "inibir a ligacdo a EGF" quando
aplicada a uma molécula de anticorpo significa que a molécula de
anticorpo exibe um valor de IC50 com relacao a ligagdao de EGF com
EGFR menor do que 10 nM, preferivelmente menor do que 8 nM, mais
preferivelmente menor do que 7 nM, mais preferivelmente menor do
que 5 nM, mais preferivelmente menor do que 4 nM, mais
preferivelmente menor do que 3 nM, mais preferivelmente menor do
que 2 nM, mais preferivelmente menor do que 1 nM.

[00065] As expressdes '"receptor do fator de crescimento
epidérmico”, "EGFR" e "antigeno EGFR" s&o wusadas aqui
alternativamente e incluem variantes, isoformas e espécies homaélogas
de EGFR humano. Em uma modalidade preferida, a ligagdo de um
anticorpo da invengdo ao antigeno de EGFR inibe o crescimento de
células que expressam EGFR (por exemplo, uma célula de tumor) pela
inibicdo ou pelo bloqueio da ligacdo do ligante de EGFR a EGFR. A
expressao "ligante de EGFR" abrange todos os ligantes (por exemplo,
fisiologicos) para EGFR, incluindo mas nao limitados a EGF, TNF-alfa,
EGF que se liga a heparina (HB-EGF), anfiregulina (AR), heregulina,
beta-celulina e epiregulina (EPI). Em outra modalidade preferida, a
ligacdo de um anticorpo da invencédo ao antigeno de EGFR media a
fagocitose da célula efetora e/ou a morte das células que expressam
EGFR.

[00066] Estrutura do dominio de EGFR: A parte extracelular de
EGFR maduro (SwissProt acc.#P00533) consiste em 621 aminoacidos
e quatro dominios de receptor: Dominio | abrange os residuos 1 a 165,
dominio Il, residuos 166 a 312, dominio Ill, residuos 313 a 481 e
dominio 1V, residuos 482 a 612 (Cochran et al. 2004, J. Immunol
Methods 287, 147:158). Os dominios | e Il foram sugeridos contribuir

para a formagao de sitios de ligacao de alta afinidade para ligantes. Os
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dominios Il e IV s&o ricos em cisteina, regides semelhantes a laminina
que estabilizam o enovelamento da proteina e contém uma possivel
interface de dimerizacédo de EGFR.

[00067] Como usada aqui, a expressao "inibe o crescimento" (por
exemplo referindo-se a células) é pretendida incluir qualquer
diminuicdo mensuravel na proliferagdo (aumento no numero de
células) ou no metabolismo de uma célula quando contatada com um
anticorpo anti-EGFR quando comparado com o crescimento das
mesmas células sem contato com um anticorpo anti-EGFR, por
exemplo, a inibicado do crescimento de uma cultura de célula em pelo
menos cerca de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
99% ou 100%.

[00068] Como usadas aqui, as expressdes "inibe a ligacao" e
"bloqueia a ligacao" (por exemplo, referindo-se a inibicdo/bloqueio da
ligacdo de EGFR ao ligante de EGFR) sédo usadas alternativamente e
abrangem ambas a inibigdo /bloqueio parcial e completo. A
inibigdo/bloqueio do ligante de EGFR a EGFR preferivelmente reduz
ou altera o nivel normal ou o tipo de sinalizacdo celular que ocorre
quando o ligante de EGFR se liga a EGFR sem inibi¢ao ou bloqueio. A
inibicdo e o bloqueio também s&o pretendidos incluir qualquer
diminuicdo mensuravel na afinidade de ligacao do ligante de EGFR a
EGFR quando em contato com um anticorpo anti-EGFR quando
comparado com o ligante sem contato com um anticorpo anti-EGFR,
por exemplo, o bloqueio de ligantes de EGFR a EGFR em pelo menos
cerca de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 99% ou
100%.

[00069] A expressdao "anticorpo recombinante" € usada para
descrever uma molécula de anticorpo ou varias moléculas que é/sao
expressa(s) a partir de uma célula ou linhagem celular transfectada

com um vetor de expressdo que compreende a sequéncia codificadora
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do anticorpo que nao esta naturalmente associada com a célula.
[00070] Cancer — O cancer (expressao médica: neoplasia maligna)
€ uma classe de doengas na qual um grupo de células exibe um
crescimento descontrolado (divisdo além dos limites normais), invasao
(intrusdo e destruicdo de tecidos adjacentes) e, algumas vezes,
metastase (disseminacgéo para outras localizagées no corpo através de
linfa ou do sangue). Essas trés propriedades malignas de canceres
diferenciam-nos dos tumores benignos, que sao autolimitados, nao
invadem ou metastatizam. A maioria dos cénceres forma um tumor,
mas alguns, como a leucemia, ndo o faz. O cancer também pode ser
denominado como  crescimento  neoplasico e  disturbios
hiperproliferativos.

[00071] Terapia adjuvante: Tratamento dado depois do tratamento
primario para aumentar as chances de uma cura. Terapia adjuvante
pode incluir a quimioterapia, terapia com radiagcdo, terapia com
hormonios ou a terapia bioldgica.

[00072] Quimioterapia: Tratamento com farmacos de moléculas
pequenas.

[00073] Terapia de radiacido: Tratamento com radiagao.

[00074] Terapia de primeira linha: O primeiro tratamento para uma
doenca ou condigdo. Em pacientes com cancer, a terapia de primeira
linha pode ser a cirurgia, a quimioterapia, terapia com radiagao, terapia
com anticorpo ou uma combinagcdo dessas terapias. Também
chamada de terapia primaria e tratamento primario.

[00075] Terapia de segunda linha: Tratamento que é dado quando o
tratamento inicial (terapia de primeira linha) ndo funciona ou para de
funcionar.

[00076] Terapia de terceira linha: Tratamento dado quando a
terapia de segunda linha n&o funciona ou para de funcionar.

TKIs — Inibidores de tirosina quinase
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[00077] Progressdao: Em medicina, o curso de uma doencga, tal
como o cancer, conforme ela se torna pior ou se dissemina pelo corpo.
[00078] Cancer resistente: Cancer que nao responde ao tratamento.
O cancer pode ser resistente no inicio do tratamento ou ele pode se
tornar resistente durante o tratamento. Também chamado de cancer
refratario. Em contraste com isso, um tratamento eficaz pode induzir a
erradicacao do tumor.

[00079] Cancer parcialmente resistente: Um cancer parcialmente
resistente responde ao tratamento, mas o tratamento n&do causa a
erradicagao do tumor. Em um cancer parcialmente resistente, o
crescimento do tumor pode ser inibido parcialmente ou
completamente, mas o tumor nao regride ou regride apenas
insignificantemente.

[00080] A resisténcia ou resisténcia parcial a um anticorpo anti-
EGFR selecionado do grupo que consiste em Cetuximab,
panitumumab, Zalutumumab, nimotuzumab, ICR62, mAb425,
Matuzumab e anticorpos capazes de se ligar ao mesmo epitopo como
qualquer um desses, pode ser observada em um paciente que recebe
um ou mais anticorpos ou ser medida em um ensaio in vitro , por
exemplo, pela determinagdo da expressdo de EGFR e néo ligagao ou
ligacdo fraca do anticorpo monoclonal ou em um ensaio de
proliferacao tal como descrito no Exemplo 21.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[00081] Figura 1: Classificagao de esplendcitos (para detalhes veja

o Exemplo 1). As seguintes entradas sao feitas (ilustradas):

e Entrada 1. Células vivas (grafico FSC/lodeto de
Propideo). (Painel inferior esquerdo)

e Entrada 2: Células plasmaticas sdo bloqueadas como
CDA43 pos./CD138 pos. (painel inferior direito)

e Entrada 3: discriminacdo dupla (painel superior direito)
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[00082] figura 2: Murino-mSymplex™ PCR. RT-PCR de extensao
de superposicdo multiplex para amplificacdo e ligacdo cognata de
genes de cadeia pesada e leve de anticorpo a partir de uma unica
célula. Para detalhes, consulte o Exemplo 1.

[00083] figura 3. Repertério de clonagem de murino. Uma
associagao de produtos de PCR mSymplex™ codificando pares de
genes de VH/VL de células plasmaticas isoladas foram unidos ao gene
que codifica a cadeia leve kappa constante humana pela juncao
("splicing”) por extensdo de superposicdo. A associacdo de genes,
codificando anticorpos quiméricos de humano-camundongo foi inserido
em um vetor de expressao seguido pela insercdo de um cassete de
promotor bidirecional (2xCMV).

[00084] figura 4. Representagcdo esquematica do vetor de
expressdo 00-VP-002 de anticorpo de extensdo completa de
mamifero. Amp e Amp pro, gene de resisténcia a ampicilina e seu
promotor; origem pUC, origem de replicagao pUC; CMV, promotor de
mamifero que dirige a expressdo da cadeia leve e da cadeia pesada;
Lider IGHV, lider da cadeia pesada genébmica humana; carga de H (“H
stuffer”), inserto que é trocado pela sequéncia que codifica a regiao
variavel da cadeia pesada; IGHG1, sequéncia codificadora para regiao
constante da cadeia pesada genbmica da imunoglobulina do isotipo
G1 (sequéncia é mostrada no Apéndice 2); B-globina A de coelho,
sequéncia poli A de beta-globina de coelho; Lider IGKV, lider kappa de
murino; stuffer L, inserto que é trocado pela sequéncia que codifica a
cadeia leve; term SV40, sequéncia terminadora de virus 40 de simio;
FRT, sitio-alvo de reconhecimento de Flp; Neo, gene de resisténcia a
neomicina; SV40 poli A, sequéncia de sinal de poli A do virus 40 de
simio.

[00085] figura 5: Analise em grupo da diferenga de absorbancia a

450-620 nm. Sobrenadantes sdo agrupados pela reatividade como
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indicado pelo numero (1 a 4) que acompanha o n ° do clone. Cinza
escuro indica uma diminuicdo no numero de células metabolicamente
ativas, enquanto que cinza claro indica um aumento no numero de
celulas metabolicamente ativas. Preto indica sobrenadantes sem efeito
sobre o numero de ceélulas metabolicamente ativas.

[00086] figura 6: Grau de inibicdo de anticorpos anti-EGFR com
os anticorpos de referéncia listados direcionados contra dominios de
EGFR especificos como determinado em um ELISA de competi¢cdo. A)
Calculo da inibicdo. B) Classificagdo da inibigdo como se segue: 25-
49%: competicdo moderada (+); 50-74%: competicdo acentuada (++);
75-100%: competicdo muito acentuada (+++). As caixas que exibem
inibicdo significativa (50-100%) estdo sombreadas de cinza. Erbitux e
Vectibix sdo mostrados em duplicata (quatro experimentos
independentes) para ilustrar a reprodutibilidade do ensaio. Ab2 (225) é
o precursor de murino que leva a Erbitux.

[00087] figura 7. llustracdo de um ciclo de mapeamento de
epitopo realizado na maquina Biacore 3000 SPR, onde um mAb de
amostra compete pela ligacdo ao dominio extracelular de EGFR com
quatro anticorpos de referéncia diferentes.

[00088] figura 8: Grau de inibicdo de anticorpos anti-EGFR com
os anticorpos de referéncia listados direcionados contra dominios de
EGFR especificos como determinado pela analise de competicdo com
a tecnologia SPR. A) Calculo da inibigdo. B) Classificacdo da inibicao
como se segue: 25-49%: competicdo moderada (+); 50-74%:
competicdo acentuada (++); 75-100%: competicdo muito acentuada
(+++). As células que exibem inibicdo significativa (50-100%) estao

*

sombreadas de cinza. Clone 1229 marcado com * ndo se ligou no
ensaio Biacore.
[00089] figura 9: Determinacao de grupos de epitopos dentro do

repertorio de anticorpo anti-EGFR pela analise de competicdo SPR de
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pares de anticorpo anti-EGFR. Os anticorpos sdo agrupados de
acordo com o reconhecimento presumido do dominio de EGFR.
Células nas quais as combinacgdes de anticorpo foram encontradas se
ligar a epitopos superpostos, resultando em mais do que 50% de
inibicdo, estdo sombreadas em cinza. Células nas quais as
determinagdes nao foram feitas estdo coloridas em preto. A) Calculo
da inibicdo. B) Classificagdo da inibicdo como se segue: 25-49%:
competicdo moderada (+); 50-74%: competicdo acentuada (++); 75-
100%: competicdo muito acentuada (+++).

[00090] figura 10: Mapas de epitopo de anticorpos de referéncia e
anticorpos anti-EGFR direcionados contra o dominio extracelular de
EGFR como determinado pela analise Biacore. A) Mapa de epitopo de
anticorpos direcionados contra o dominio | ou o dominio I/ll do
Dominio Extracelular de EGFR (ECD). B) Mapa de epitopo de
anticorpos direcionados contra o dominio |l de ECD de EGFR.

[00091] figura 11: Investigacdo da ligacdo simultdnea de uma
mistura oligoclonal de anticorpos direcionados contra epitopos nao
superpostos sobre EGFR. A) Adi¢cao sequencial de anticorpos contra o
dominio Ill, dominio | ou de especificidade desconhecida. Valores de
inibicako de mAbs isolados de amostra testados contra diferentes
misturas de mAb ou mAb isolado s&o mostrados em caixas
sombreadas. Os valores de Ru max usados para calcular a inibi¢cao
também sdo mostrados. B) Analise de competicdo de seis mAbs de
amostra distintos direcionados contra epitopos ndo superpostos sobre
EGFR e uma mistura de anticorpo contendo os seis anticorpos
testados. As misturas de anticorpo onde o anticorpo de amostra
testado nao foi incluido serviu como um controle positivo. Os valores
de inibicdo de mAbs isolados de amostra testados contra diferentes
misturas de mAb sdo mostrados em caixas sombreadas. Os valores

de Ru max usados para calcular a inibicado também sdo mostrados. C)
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Sensogramas correspondentes da analise em B que ilustram o
bloqueio de anticorpo e, em alguns casos, a intensificacdo da ligacao
do anticorpo. D) Teste de anticorpos adicionais direcionados contra o
dominio I, I/ll e de especificidade desconhecida contra a mistura de
seis mAD.

[00092] figura 12: Determinagcdo do bloqueio do ligante de EGF
mediado por anticorpo pela titulacdo de anticorpo sobre EGFR de
extensdo completa e deteccao da ligagao de ligante de EGF biotinilado
com um reagente de estreptavidina HRP. Erbitux, Vectibix e IgG
Synagis (palivizumab) foram usados como controles positivo e
negativo, respectivamente. Depois do bloqueio do epitopo de anticorpo
reconhecido com anticorpos testados, o grau de competicdo pelo
ligante de EGF foi visualizado pela adicdo de 0,1 pg/mL de ligante de
EGF biotinilado e um conjugado secundario de estreptavidina-HRP
para deteccao.

[00093] figura 13: Efeito do pré-tratamento com os anticorpos
indicados sobre EGF (50 ng/mL) induziu a fosforilagdo de EGFR em
células HN5. Os anticorpos (10 pg/mL) como nomeados no grafico
foram incubados com as células por 30 min antes da adicado de EGF
por 7,5 minutos Dados marcados com * foram significativamente
diferentes dos dados de controle ((-)ctrl) (p<0,05). A. 1208 teve um
efeito protetor significativo sobre a fosforilagdo de EGFR. B. 1277 e
1320 protegeram significativamente contra a fosforilagdo induzida de
EGF. Barras de erro representam os desvios padrdo de trés
experimentos independentes.

[00094] figura 14: Andlise celular por western de EGFR fosforilado
(PEGFR) e EGFR em células HN5. Mix significa a mistura equimolar
de anticorpos 992, 1030 e 1042 até uma concentragao final de 10
Mg/mL, os outros anticorpos foram usados em uma concentragéo de

10 pg/mL cada. 50 ug/mL de EGF foram adicionados por 7,5 minutos
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antes da fixagao para estimular a fosforilacdo de EGFR. As barras de
erro representam desvios-padrao de 6 (ctrl-) separados ou 3 pontos de
dados (992, 1030, 1042 mix ou erbitux). 992, 1030, mix e erbitux
tiveram um efeito protetor significativo (* = p<0,05) sobre a
fosforilagao.

[00095] figura 15: O efeito da incubagdo de anticorpos sobre a
internalizacdo de EGFR. Os dados sdo mostrados como o percentual
de receptores removidos da superficie celular em relagcéo a coloragao
inicial. As barras de erro correspondem a SEM.

[00096] figura 16: Curvas de crescimento de células A431-NS na
presenca de concentragdes variaveis dos anticorpos 992, 1030 e 1042
e suas misturas como medidas pelo percentual de células
metabolicamente ativas quando comparadas ao controle nao tratado.
1001 € um anticorpo nao funcional com isotipo similar usado como
controle negativo.

[00097] figura 17: Curvas de crescimento de células A431-NS na
presenga de 10 pg/mL dos anticorpos 992, 1030 e 1042 e suas
misturas e concentragdes variaveis do ligante EGF de EGFR medidas
como absorbancia a 450 nm. 1001 € um anticorpo nao funcional com
isotipo similar usado como controle negativo.

[00098] figura 18: Curvas de crescimento de células A431-NS na
presenca de concentragdes variaveis de anticorpo 992 e misturas de
992 e anticorpos com epitopos ndo superpostos presentes no dominio
[, 1l ou Ill. 1001 é um anticorpo nao funcional com isotipo similar usado
como controle negativo.

[00099] figura 19: Apoptose em células A431-NS. A mistura de
EGFR, anticorpos monoclonais individuais, Erbitux e Vectibix foram
testados em diluicbes de 10 vezes. O complexo de histona-DNA das
células apoptadticas foi medido usando um kit de ELISA da Roche.

[000100] figura 20: Quatro grupos de camundongos nus Balb/C
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Nu/Nu foram inoculados com 1 x 10° células A431-NS. Quando os
tumores tinham aproximadamente 100 mm?, o tratamento foi iniciado.
Os grupos foram inoculados com 1 mg/mL de anticorpos cinco vezes
durante o experimento como indicado com as setas. Os diametros dos
tumores foram medidos com calibradores digitais. Os resultados s&o
mostrados como o volume médio do tumor (+/- SEM).

[000101] figura  21: Quando camundongos individuais foram
sacrificados no experimento mostrado na figura 21, os tumores foram
removidos e pesados. Os valores médios +/- SEM sdo mostrados. As
estrelas indicam significancia com P < 0,05.

[000102] figura 22: Crescimento de esferoides de A431-NS na
presenga de 10 ug/mL dos anticorpos 1001, Erbitux, Vectibix e uma
mistura de trés anticorpos com epitopos n&o superpostos
992+1030+1041. 1001 é um anticorpo nao funcional com isotipo
similar usado como controle negativo.

[000103] figura 23: Sequéncia de DNA (SEQ ID NO:100) e de
proteina (SEQ ID NO:101) do dominio extracelular de EGFR de
Cynomolgus clonadas a partir do cDNA derivado da epiderme da pele
de macaco Cynomolgus.

[000104] figura 24: Alinhamento da sequéncia de proteina obtida de
ECD de EGFR de Cynomolgus (SEQ ID NO:101) com ECD de EGFR
humano (SEQ ID NO:108) obtida do GENBANK numero de acesso
X00588. Também & mostrada uma sequéncia de consenso (SEQ ID
NO:109).

[000105] figura 25: Exemplo de ensaio ELISA para a discriminacéo
entre anticorpos inter-reativos e especificos para a espécie que se
ligam a ECD de EGFR de Humano ou Cynomolgus ou ambos.
[000106] figura 26: Microfotografias de secdes representativas de
tumores de cada um dos quatro grupos experimentais de

camundongos xeno-enxertados. Em uma ampliacdo de 200x, as setas

Petic&o 870220048172, de 01/06/2022, pag. 40/229



32/210

apontam para focos de diferenciacédo terminal de células A431 in vivo.
Nota-se os focos acentuadamente maiores e mais numerosos de
diferenciacdo terminal no tumor tratado com uma mistura de trés
clones anti-EGFR (992+1030+1024), dois painéis superiores.

figura 27: A) Imagens feitas em uma amplificagcdo de 40X
de esferoides de HN5 24 horas depois da adicdo de 10 pg/mL do
anticorpo de controle (Rituximab, anti-CD-20) ou mistura de anticorpo
992 e 1024 anti-EGFR. B) Quantificagdo da area coberta pelas células
usando o programa Image J (* p<0,01).
[000107] figura 28: Diagrama que mostra os niveis de Involucrina
nos quatro grupos de tratamento como percentual do grupo de
controle ndo tratado (*#ap<0,005 quando comparado com Erbitux,
Vectibix e o grupo de controle Negativo, respectivamente).
[000108] figura 29: A) Imagens feitas com ampliacbes de 60 x de
células HN5 e A431-NS incubadas com 10 pg/mL de Erbitux marcado
com Alexa-488 ou 992+1024 por 2 horas. B) Imagens feitas com
ampliagdes de 60 x com um pequeno orificio ("pin-hole") de células
A431-NS incubadas com 10 yg/mL de Erbitux marcado com Alexa-488
ou 992+1024 por 2 horas.
[000109] figura 30: A) Imagens feitas com ampliagdes de 60 x de
células HNS incubadas com 10 ug/mL de Erbitux marcado com Alexa-
488 ou 992+1024 pelos periodos de tempo indicados.
[000110] figura 31: Determinacao da especificidade de apresentacio
de antigeno de Fabs 992, 1024 & 1030 pelas titulagbes seriadas de
anticorpo sobre células A431-NS e EGFR de extensdo completa
purificado em ELISA. Os anticorpos Fab ligados foram visualizados
pelo conjugado secundario de Fab anti-humano especifico de cabra —
HRP. A) Anticorpos Fab testados contra EGFR de extensdo completa
purificado de células A431. B) Anticorpos Fab testados contra EGFR

expresso sobre a superficie de células A431-NS.
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[000111] figura 32: Determinagao da afinidade funcional de IgG e
fragmentos Fab de anticorpos 992, 1024, 1030, Erbitux e Vectibix pela
titulacdo seriada em células A431-NS fixadas com paraformaldeido em
ELISA. Anticorpos Fab e IgG ligados foram visualizados por um
conjugado secundario de Fab anti-humano especifico de cabra — HRP.
O anticorpo Synagis anti-RSV de proteina F foi empregado como um
controle negativo e ndo mostrou qualquer ligacdo no ensaio Elisa
empregado. A) Ligacédo funcional de anticorpos IgG a células A431-
NS. B) Ligacéo funcional de anticorpos Fab a células A431-NS.
[000112] figura 33: Determinacdo da intensificagdo da ligagao de
IgG a EGFR sobre células A431-NS antes da saturagao do receptor
com fragmentos Fab que se ligam a epitopos ndo superpostos. Os
fragmentos Fab indicados foram deixados saturar o epitopo de EGFR
reconhecido sobre células A431-NS por 30 minutos, depois do que os
anticorpos foram titulados seriadamente e IgG ligada com ou sem a
adicdo de Fab visualizada por um conjugado secundario de
camundongo anti-Fc humano-HRP. A) Caracteristicas de ligacdo de
IgG 992 a células A431-NS com ou sem a saturagdo prévia do
receptor com os fragmentos Fab indicados. B) Caracteristicas de
ligacdo de IgG 1024 a células A431-NS com ou sem a saturacgdo
prévia do receptor com os fragmentos Fab indicados. C)
Caracteristicas de ligacédo de IgG 1030 a células A431-NS com ou sem
a saturacao prévia do receptor com os fragmentos Fab indicados.
[000113] figura 34: cDNA de EGFR de extensdo completa de
cynomolgus (figura 34A; SEQ ID NO:102) e a proteina codificada
(figura 34B; SEQ ID NO:103).

[000114] figura 35: Apoptose obtida em A431-NS com 1 pg/mL dos
anticorpos/composicdes indicadas. Complexos de histona-DNA foram
detectados em um kit ELISA da Roche. Os niveis de apoptose

estavam relacionados a um controle positivo (apoptose maxima).
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[000115] figura 36: Camundongos Balb/C nu/nu foram inoculados
com 1 x 10° células A431-NS. Quando os tumores tinham
aproximadamente 100 mm3, em média, o tratamento foi iniciado. Os
camundongos receberam 17 injecbes com o anticorpo. O primeiro
tratamento comegcou no dia 8 e o Ultimo no dia 34.
Anticorpo/composi¢cbes foram injetados a 0,5 mg/dose ou 0,17
mg/dose. Os valores meédios do volume do tumor +/- SEM sao
mostrados.

[000116] figura 37: Inibicdo da proliferacdo de A431-NS. O eixo de X
mostra combinacdes representativas diferentes de 3 anticorpos da
invencdo. O eixo de Y mostra a atividade metabdlica como um
percentual do controle ndo tratado (controle). Barras de erro
representam +/- SEM. Para detalhes adicionais veja o Exemplo 6.
[000117] figura 38: Efeito inibitério do crescimento de duas doses
diferentes da mistura de 992+1024 comparado com Erbitux em xeno-
enxertos de A431-NS de tumor humano. Camundongos Balb/C nu/nu
foram inoculados com 1 x 10° células A431-NS. Quando os tumores
tinham aproximadamente 100 mm?® (dia 8), em média, os
camundongos foram divididos aleatoriamente em 9 grupos e o
tratamento foi iniciado. Os anticorpos indicados foram injetados a 0,5
mg/dose ou 1 mg/dose, duas vezes por semana para um total de 9
injecdes. A area cinza clara do grafico indica o periodo de tratamento.
O inicio da linha pontilhada designa o momento no qual o primeiro
camundongo em um dado grupo foi sacrificado devido ao tamanho
excessivo do tumor. As diferengas estatisticamente significativas entre
2mg/semana de 992+1024 vs. 2mg/semana de Erbitux e 1mg/semana
de 992+1024 vs 2mg/semana de Erbitux foram calculadas no dia 60
onde todos, exceto o grupo 2mg/semana de 992+1024, foram
finalizados. O tamanho do tumor dos animais excluidos antes do dia

60 foi, portanto, transportado; o grafico mostra o volume acumulado do
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tumor de todos os camundongos em um dado grupo. Valores médios
+/- SEM sdo mostrados.

[000118] figura 39: Grafico de Kaplan-Meyer da sobrevida de
camundongos tratados com a mistura de anticorpo 992 + 1024, Erbitux
ou anticorpo de controle (mesmo experimento como mostrado na
figura 38). Resultados apresentados como percentual de sobrevida de
camundongos tratados. Uma diferenca significativa entre o percentual
de sobrevida dos camundongos dos grupos com dose alta (2
mg/semana, P = 0,0008)) e dose baixa (1 mg/semana, P = 0,0004) foi
observada quando se compara 992+1024 e Erbitux. A dose baixa de
992+1024 também foi significativamente melhor quando comparada
com a dose alta de Erbitux (P = 0,0087). A diferenca estatistica foi
calculada usando um teste Log-rank (Mantel-Cox).

[000119] figura 40: Analise da reatividade cruzada de IgGs 992,
1024 e 1320 contra células CHO transfectadas com EGFR de
extensdo completa de Humano e Cynomolgus pela analise FACS. O
anticorpo ligado foi detectado com um F(ab’)> de cabra anti-IgG FC
humana marcado com PE. O bloqueio foi realizado em células
uniformes (propriedades SCC/FCS) que expressam EGFR. A ligacao é
expressa como % maximo de ligacdo de anticorpo em uma
concentracao de 1 nM.

[000120] figura 41: Alinhamento Clustaw2 das sequéncias de
aminoacidos das regides variaveis das candidatas a regido variavel de
murino (chi) e humanizada (hu) de ambas as cadeias pesada e leve de
992 (A) e 1024 (B). As regides de CDR como definidas por IMGT estao
sublinhadas; as lacunas apresentadas por (-), aminoacidos idénticos
por (*), mutagcbes conservativas como (:), semiconservativas (.). Os
aminoacidos em negrito indicam as posicdes de aminoacidos onde
mutacgdes de volta para o residuo original identificado serdo realizadas

se as variantes estruturais totalmente humanizadas apresentarem
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afinidade de ligacdo diminuida. Os numeros das ID das sequéncias
sdo os seguintes: VH humanizada de 992 (SEQ ID NO:104). VL
humanizada de 992 (SEQ ID NO:105). VH humanizada de 1024 (SEQ
ID NO:106). VL humanizada de 1024 (SEQ ID NO:107).VH quimérica
de 992 (aa 3 a 124 de SEQ ID NO:40). VL quimérica de 992 (aa 3 a
109 de SEQ ID NO:72). VH quimérica de 1024 (aa 3 a 120 de SEQ ID
NO:41). VL quimérica de 1024 (aa 3 a 114 de SEQ ID NO:73).
[000121] figura 42A: Representagdo esquematica dos genes que
codificam o dominio variavel duplo para 992L1024; 99211024 IGHV
(751bp) é representado a partir do sitio de restricdo 5’ Ascl seguido
por 992 IGHYV, o ligante ASTKGP, 1024 IGHV e terminando no sitio de
restricdo 3’ Xhol, 9921024 IGKV (1071bp) é representado a partir do
sitio de restricdo 5’ Nhel seguido por 992 IGKV, o ligante TVAAP, 1024
IGKYV, IGKC e terminando no sitio de restricao 3’ Notfl.

[000122] figura 42B: Representagdo esquematica dos genes que
codificam o dominio variavel duplo para 1024L992; 1024L992 IGHV
(751bp) é representado a partir do sitio de restricdo 5’ Ascl seguido
por 1024 IGHV, o ligante ASTKGP, 992 IGHV e terminando no sitio de
restricdo 3’ Xhol, 1024992 IGKV (1071bp) € representado a partir do
sitio de restricdo 5’ Nhel seguido por 1024 IGKV, o ligante TVAAP, 992
IGKYV, IGKC e terminando no sitio de restricao 3’ Notl.

[000123] figura 43: Atividade metabdlica de células HN5wt em FBS
0,5% (Em cima) e células HNS resistentes a Erbitux (embaixo) na
presenca de concentracdes variaveis dos anticorpos indicados.
Legenda: anticorpos 992 e 1024 sdo como definidos no presente
pedido, Sym004 &€ uma composi¢cdo de anticorpo com os anticorpos
992 e 1024.

[000124] figura 44:. Curvas de crescimento de tumor de tumores
individuais de A431-NS depois do tratamento inicial com 1 mg de uma

composicao de anticorpo com os anticorpos 992 + 1024 para um total
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de nove injegcdes (caixa cinza a esquerda). Todos os tumores
responderam a terapia, mas mais de 80 dias depois do tratamento,
trés dos tumores voltaram a crescer de novo. O retratamento desses
tumores com uma composicao de anticorpo com os anticorpos 992 +
1024 induziu a regressao do tumor (caixas cinza a direita).

[000125] figura 45: Camundongos BALB/C nu/nu com tumores xeno-
enxertados de A431-NS foram pré-tratados com Erbitux e
subsequentemente divididos aleatoriamente para continuar o
tratamento com Erbitux ou mudados para o tratamento com uma
composicdo de anticorpo com os anticorpos 992+1024 (Sym004 na
legenda da figura ), quando os tumores tinham um tamanho médio de
aproximadamente 500 mm3. Um peso significativamente diminuido do
tumor foi visto no grupo que foi mudado para o tratamento com uma
composicdo de anticorpo com os anticorpos 992+1024 quando
comparado com o grupo que continuou o tratamento com Erbitux.
[000126] figura  46: Atividade metabdlica de clones de HNS
resistentes a Erbitux em FBS 0,5% na presenca de concentragdes
variaveis dos anticorpos indicados.

[000127] figura 47: Crescimento de xeno-enxertos de tumor no clone
#7 de HNS resistente a Erbitux tratado com 50 mg/kg de Sym004 ou
Erbitux. O erro padrdo da média esta indicado no grafico.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Misturas de anticorpo

[000128] A invencao refere-se a uma composi¢cao de anticorpo para
uso em um método de tratamento de cancer em um individuo que
tenha sido submetido a um regime de tratamento anterior envolvendo
um anticorpo anti-EGFR humano ou no qual o dito cancer é resistente
ou parcialmente resistente ao tratamento com pelo menos um outro
anticorpo anti-EGFR, a dita composicao de anticorpo compreendendo

pelo menos duas moléculas distintas de anticorpo anti-EGFR, Na
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presente invencao, os pelo menos dois anticorpos distintos anti-EGFR
humano se ligam a epitopos ndo superpostos. A natureza de néao
superposicado dos anticorpos € determinada preferivelmente usando
anticorpos diferencialmente marcados em uma analise FACS com
células que expressam EGFR ou pelo uso da Ressonéancia de Plasma
de Superficie usando o antigeno EGFR capturado ou conjugado a uma
superficie de fluxo celular. Os métodos baseados em ELISA como
descrito nos exemplos também podem ser usados. Uma composigao
que se ligue a dois ou mais epitopos de EGFR n&o superpostos pode
ser usada contra uma ampla faixa de tipos de cancer dependentes de
EGFR ja que ela pode ser menos vulneravel a diferengcas na
conformacdo de EGFR e menos vulneraveis a mutacdes, comparada
com uma composi¢cao de anticorpos monoclonais que atingem um ou
dois epitopos. Adicionalmente, a composi¢ao de anticorpo que se liga
a dois ou mais epitopos nao superpostos de EGFR pode fornecer uma
eficacia superior comparada com a composi¢do que atinge apenas um
epitopo. Em particular, a composicdo de anticorpo pode fornecer
eficacia superior com relagcdo a diferenciacao terminal de células de
cancer in vivo. Para uma terapia com anticorpo monoclonal anti-EGFR,
uma certa proporcdo de pacientes ndo respondera efetivamente ao
tratamento com anticorpo. Para alguns pacientes, isso pode ser devido
a rapida depuragao do anticorpo ou por que o anticorpo gera uma
resposta imune no paciente contra o anticorpo. Para alguns pacientes,
a falha na resposta pode ser por que o seu cancer dependente de
EGFR em particular expressa EGFR em uma conformagédo onde o
anticorpo monoclonal ndo se liga ao seu epitopo. Isso pode ser devido
a diferencgas na glicosilagdo, devido a dele¢cao de dominio ou devido a
mutacdes e/ou SNP(s).

[000129] Para alguns canceres, a estimulacdo autécrina de EGFR

induzida pela producgao de ligante pelas células de cancer também é
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de importancia, enquanto em outros casos o EGFR expresso pelas
células de cancer nédo necessita de estimulacdo do ligante. Para os
ultimos tipos de céancer, um anticorpo capaz de inibir a ligagao do
ligante pode nao ser eficaz.

[000130] Uma composicao de anticorpo na qual os anticorpos sao
capazes de se ligar a pelo menos dois epitopos distintos sobre EGFR
sera mais amplamente aplicavel, desde que a possibilidade de que
ambos o0s epitopos sejam alterados, comparados com 0s epitopos
reconhecidos pelo anticorpo, seja diminuida. Adicionalmente, a
probabilidade de que todos os anticorpos sejam depurados pelo
paciente € muito menor. A superioridade foi mostrada mais claramente
em termos de inducdo de diferenciacdo terminal das células de cancer
usando dois anticorpos para o Dominio Il com epitopos nao
superpostos. Tal diferenciacéo terminal eficiente induzida por anticorpo
de células de cancer nao foi descrita antes e representa uma etapa
significativa em diregdo ao planejamento eficiente de terapias de
cancer baseadas em anticorpo. Os ultimos resultados mostraram que
resultados similares ou até superiores podem ser obtidos com uma
combinacao particular de dois anticorpos.

[000131] Para aperfeicoar a eficacia clinica e ampliar a utilidade
contra uma faixa maior de tipos de cancer dependentes de EGFR, o
numero de anticorpos na composicio pode ser aumentado. Portanto, a
composi¢cdo pode compreender anticorpos capazes de se ligar a trés
epitopos nao superpostos. A composicao pode compreender
anticorpos capazes de se ligar a quatro epitopos ndo superpostos. A
composi¢cao pode compreender anticorpos capazes de se ligar a cinco
epitopos nao superpostos. A composicao pode compreender
anticorpos capazes de se ligar a seis epitopos ndo superpostos. Os
exemplos do presente pedido mostram que pelo menos seis

anticorpos distintos podem se ligar a EGFR de uma s6 vez (Exemplo
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3). Isso nédo exclui que é possivel ou até vantajoso planejar uma
composi¢cdo que compreenda anticorpos capazes de se ligar a mais do
que seis, tal como sete ou oito epitopos nao superpostos, pela selegao
cuidadosa dos anticorpos.

[000132] Existem vantagens na inclusdo de anticorpos com epitopos
superpostos ja que isso aumenta a probabilidade de que o epitopo
seja ligado. A logica por tras disso é que o epitopo em alguns
pacientes e/ou em algumas células de cancer pode ser mudado devido
a alteragcbes conformacionais ou mutagdes ou SNPs. Apesar de isso
poder afetar a ligacdo de um anticorpo, pode néo afetar a ligacéo de
outro anticorpo que se ligue a um epitopo superposto. Adicionalmente,
existe o risco de que um dos anticorpos possa ser depurado pelo
paciente, por que ele é visto como um antigeno. Pela incluséo de dois
anticorpos que se ligam a epitopos diferentes, mas superpostos, a
consequéncia da depuracdo de um dos dois anticorpos e a
consequéncia de uma mutagao em um epitopo é diminuida.

[000133] Resultados superiores foram obtidos com combinagdes
especificas de anticorpos capazes de se ligar a dois epitopos de
EGFR nao superpostos. Essas composicdes preferidas com “dois
anticorpos” sdo descritas em mais detalhes abaixo junto com a
orientagdo sobre como planejar as composicdoes de anticorpo da
invencao. Verificou-se que, comparada com a composicdo de trés
anticorpos que compreende os anticorpos 992, 1030 e 1042, uma
eficacia similar e até melhorada poderia ser obtida quando se usa uma
composicdo com apenas dois anticorpos: 992 e 1024. Como os
anticorpos 1024 e 1042 pertencem ao mesmo cluster e, portanto,
possuem a mesma especificidade de ligacdo, na realidade, os
resultados observados para a composicdo com trés anticorpos,
incluindo o efeito sobre a diferenciacdo terminal, podem ser atribuidos

a apenas duas das especificidades de ligacdo (992 e 1024/1042) na
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composicao.

[000134] Os anticorpos da composicdo podem ser anticorpos
quiméricos com cadeias variaveis nao humanas e cadeias constantes
humanas. As cadeias variaveis ndo humanas podem ser de
camundongo, rato, ovelha, porco, galinha, primata ndo humano ou
outro animal adequado. A fim de obter anticorpos totalmente humanos,
os anticorpos podem ser gerados em um animal transgénico com
genes de anticorpo humano. Os anticorpos também podem ser
chamados de anticorpos humanizados, nos quais as sequéncias de
CDR n&o humanas foram enxertadas em sequéncias estruturais
humanas.

[000135] Preferivelmente, a cadeia constante humana é do isotipo
IgG1 ou I1gG2. Mais preferivelmente, todos os anticorpos na
composicao tém o mesmo isotipo para facilitar a produc¢éo. Entretanto,
pode ser vantajoso incluir na mesma composi¢cao anticorpos com
isotipo diferente.

[000136] Preferivelmente, as composicdes de anticorpo da invencao
compreendem anticorpos capazes de se ligar a EGFR, selecionado do
grupo que consiste em EGFR humano, EGFR humano mutado e
variantes por delecido de EGFR humano. Preferivelmente, os
anticorpos sao capazes de se ligar a ambos os EGFR humano e de
primata ndo humano, tal que eles possam ser testados em estudos
toxicolégicos relevantes antes dos experimentos  clinicos.
Preferivelmente, o primata ndo humano é o macaco cynomolgus
(Macaca fascicularis).

[000137] A fim de apoiar o conceito identificado acima de tratar
cancer dependente de EGFR usando anticorpos que se ligam a dois
ou mais epitopos distintos, os presentes inventores identificaram,
fabricaram e caracterizaram uma série de anticorpos quiméricos de

camundongo/humano direcionados contra EGFR. Esses anticorpos
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quiméricos tém sido comparados individualmente e em misturas com
os anticorpos monoclonais atuais, exemplificados por Erbitux® e
Vectibix®.
[000138]

individuais e as caracteristicas associadas a eles. Anticorpo no é um

A Tabela 1 mostra um resumo dos anticorpos quiméricos

numero de referéncia usado ao longo do presente pedido. A
especificidade € o dominio de EGFR ao qual o anticorpo se liga, como
evidenciado no Exemplo 3. DeltaEGFR é a habilidade do anticorpo de
se ligar ao EGFR mutante (EGFRVIII) como descrito no exemplo
1.EGFR de cynomolgus é a habilidade do anticorpo de se ligar ao
EGFR de cynomolgus (exemplo 10). EGF inib. é a habilidade do
anticorpo de inibir a ligacdo a EGF (exemplo 4). Proliferacédo é a
habilidade do anticorpo de inibir a proliferagdo de linhagens celulares
de cancer, A431 e HN-5 (exemplo 6).

Tabela 1. Anticorpos da invengéo

Anticorpo EGFR de

no. Especificidade deltaEGFR |Cynomolgous [EGF inib. [Proliferacédo
992 Dominio Il nao/fraca Sim sim/fraca  |Sim

1030 Dominio Il Sim Sim sim sim

1024 Dominio Il Sim Sim sim

1042 Dominio Il fraca Sim (sim) sim

1277 Dominio Il Sim Sim sim HNS

1254 Dominio Il Sim Sim sim HNS

1208 Dominio Il Sim Sim sim sim HN5+/-992
1320 Dominio Il fraca nao sim sim

1257 Dominio I/l nao Sim nao sim

1261 Dominio | n&o Sim nao sim

1229 N&o Dominio l/ll  |sim nao nao sim (A431)
1284 Dominio | n&o Sim sim sim

1344 Dominio I/l nao sim nd HN5 w/992
1260 Dominio I/1l nao Sim sim A431

1308 Dominio | n&o sim nd HN5 w/992
1347 Dominio | n&o sim nd HN5 w/992
1428 Dominio | & I nao Sim sim HN5 w/992
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[000139] A partir dos dados gerados com 0s anticorpos quimeéricos
testados, sozinhos ou em combinacdo, em ensaios de proliferagao,
ligacdo, degradacgaol/inativacao de receptor e motilidade e em modelos
animais, varias conclusdes podem ser extraidas.

[000140] Os resultados obtidos com duas linhagens de célula de
cancer, HN-5 e A431 (Exemplo 6) foram repetidos com linhagens de
célula de cancer diferentes (MDA-MB, uma linhagem de célula de
cancer de mama; DU145, uma linhagem de célula de cancer de
prostata). O que é evidente nesses experimentos € que combinagdes
de anticorpos fornecidas pelos presentes inventores apresentam
eficacia contra uma faixa muito ampla de linhagens de célula de
cancer, apoiando a eficacia das composicdes de anticorpo contra uma
gama de conformacodes de EGFR.

[000141] Também foi mostrado que a superioridade de misturas de
anticorpo € maior nos ensaios de proliferacdo onde concentracbes
fisiologicas de ligante (EGF) sdo adicionadas ao meio de crescimento
do que quando EGF né&o é adicionada (figura 17). De acordo com a
literatura (Hayashi e Sakamoto 1998 J Pharmacobiodyn 11:146-51), o
soro contém aproximadamente 1 a 1,8 ng/mL ou 0,2 a 0,3 nM de EGF,
enquanto que o suco gastrico é relatado conter 0,3 ng/mL (ca. 0,05
mM) (Pessonem et al. 1987 Life Sci. 40:2489-94). Em um ambiente in
vivo, EGF e outros ligantes de EGFR estédo provavelmente presentes e
a habilidade da mistura de anticorpo em ser efetiva na presenca de
ligantes de EGFR é, portanto, um aspecto importante das misturas de
anticorpo da presente invencao.

[000142] Os anticorpos quiméricos de camundongo/humano da
presente invencado fornecem melhores resultados quando usados em
combinagdo do que quando usados isoladamente. Isso é
exemplificado em varios experimentos (veja, por exemplo, o Exemplo

6), nos quais os anticorpos quando testados isolados mostram apenas
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efeitos antiproliferativos moderados sobre uma linhagem de célula de
cancer (A431-NS), mas quando usados em qualquer combinacéo,
mostram efeitos acentuadamente superiores. Esses resultados foram
confrmados com as numerosas combinagbes dos anticorpos
quiméricos da presente invencdo. Resultados particularmente
superiores foram obtidos com uma composicdo que compreende os
anticorpos 992 e 1024.

[000143] Por exemplo, varios anticorpos foram testados em um
ensaio antiproliferacdo com A431-NS e HN-5 junto com qualquer um
dos anticorpos 992, 1208, 1254 e 1277.

[000144] Estudos de ligacdo ao receptor mostraram que alguns
anticorpos podem realmente estimular a ligagdo de anticorpos
adicionais, tal que um anticorpo particular se liga em maiores
quantidades ao receptor depois da saturagcdo do receptor com um ou
varios anticorpos. A ligacdo do anticorpo 992, direcionado contra o
dominio lll, se beneficia claramente desse efeito sinérgico obtido pela
saturagao prévia do receptor, com um ou mais anticorpos que se ligam
a receptores nao superpostos. Outro exemplo desse efeito cooperativo
€ visto quando o anticorpo 1396, dirigido contra um epitopo
desconhecido, é testado contra EGFR saturado com anticorpos que se
ligam a receptores n&o superpostos.

[000145] Estudos de ligagdo ao receptor também mostraram que é
possivel ligar pelo menos 6 anticorpos ao dominio extracelular de
EGFR, simultaneamente. Esses 6 anticorpos representam 3 anticorpos
para o Dominio Ill, um anticorpo para o Dominio |, um anticorpo para o
Dominio I/ll e um anticorpo que se liga a um epitopo desconhecido. De
modo interessante, a ligagado dos trés anticorpos para o Dominio Il
parece facilitar a ligacdo subsequente de anticorpos adicionais. Isso
sustenta claramente o conceito do fornecimento de composicdes de

anticorpo com varios anticorpos que se ligam a epitopos distintos.
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[000146] Quando se planeja a composi¢cao de uma composigao de
anticorpo contra EGFR, os anticorpos com epitopos ndo superpostos
sdo preferivelmente usados ja que esses fornecem um efeito sinérgico
maior.

[000147] O dominio Ill de EGFR é de importancia para a ligagdo do
ligante ao receptor. Adicionalmente, a ligagéo do anticorpo ao Dominio
lIl pode estabilizar EGFR na conformagdo monomeérica ligada, que nao
leva a sinalizacao para o receptor. Por essas razodes, é preferivel que a
composicdo de anticorpo contenha pelo menos dois anticorpos com
especificidade para o Dominio Ill. Anticorpos preferidos para o
Dominio Il incluem os anticorpos 992, 1024, 1030, 1208, 1254, 1277 e
1320. A composicédo de anticorpo pode compreender preferivelmente,
mais do que dois anticorpos para o Dominio lll, tal como pelo menos 3
anticorpos para o Dominio lll, por exemplo, pelo menos 4 anticorpos
para o Dominio lll, tal como pelo menos 5 anticorpos para o Dominio
lll, por exemplo, pelo menos 6 anticorpos para o Dominio Ill.

[000148] Em outra modalidade preferida, a composicdo de
anticorpos compreende pelo menos um anticorpo para o Dominio I.
Preferivelmente, pelo menos um anticorpo para o Dominio | é
selecionado do grupo que consiste em anticorpos 1284, 1308, 1344 e
1347. Mais preferivelmente, pelo menos um anticorpo para o Dominio |
€ selecionado do grupo que consiste em anticorpos 1284 e 1347.
[000149] Em outra modalidade preferida, a composi¢cao de anticorpo
compreende pelo menos um anticorpo para o Dominio /Il
Preferivelmente, pelo menos um anticorpo para o Dominio /Il é
selecionado do grupo que consiste em anticorpos 1257, 1260, 1261,
1428 e 1434. Mais preferivelmente, o pelo menos um anticorpo para o
Dominio I/l € selecionado do grupo que consiste em anticorpos 1261 e
1260.

[000150] Misturas preferidas com trés anticorpos incluem: Anticorpos
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992+1320+1024; 992+1024+1030; 992+1255+1024; 992+1024+1214;
992+1024+1284; 992+1024+1211; 992+1024+1030.

[000151] Misturas preferidas com quatro anticorpos incluem:
Anticorpos 992+1320+1024+1030; 992+1024+1030+1284.

[000152] Misturas preferidas com cinco anticorpos incluem:
Anticorpos 992+1030+1024+1260+1347;
992+1030+1024+1261+1347; 992+1030+ 1024+1261+1284.

[000153] Misturas preferidas com oito anticorpos incluem: Anticorpos
992+1030+1024+1277+1254+1320+1260+1261+1284+1347.

[000154] Adicionalmente, a fim de ser capaz de realizar um estudo
toxicolégico em um primata ndo humano, & preferivel que todos os
anticorpos na composi¢cado se liguem ao EGFR de humano, assim
como o pelo menos um EGFR de primata adicional, tal como EGFR de
chimpanzé, Macaca mulatta, macaco Rhesus e outros macacos ou
macaco cynomolgus. O macaco cynomolgus € um animal
relativamente pequeno e muito bem adequado para estudos
toxicolégicos. Portanto, o EGFR de primata adicional é preferivelmente
EGFR de cynomolgus. Preferivelmente, os anticorpos se ligardo com
aproximadamente a mesma afinidade ao EGFR de humano e de
primata ndo humano.

[000155] A presente invencdo mostrou resultados superiores em um
ou mais ensaios funcionais quando se combina 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8
anticorpos em uma composicdo. Embora esses dados fornecam uma
orientacdo na selecao do numero de anticorpos na composicao, eles
nao devem ser interpretados de forma alguma como limitantes. A
composicao pode compreender mais do que 8 anticorpos apesar dos
dados experimentais mostrarem apenas a ligagao simultanea de 6
anticorpos. Pode haver outras razdes para a inclusao de mais do que
6 anticorpos na composicao, tal como, por exemplo, diferencas na taxa

de depuracao dos anticorpos membros.
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[000156] Uma caracteristica adicional preferida dos anticorpos das
composi¢cdes € a homogeneidade de proteina, tal que os anticorpos
possam ser facilmente purificados. Para os anticorpos membros
individuais, um perfil de cromatografia de troca de ion com um pico
distinto é preferido por facilitar a caracterizagdo. Um perfil de
cromatografia de troca de ion nitido também ¢é preferido por facilitar a
caracterizacdo da composicao final de anticorpo. Também é preferivel
quando se combina anticorpos que eles possam ser distinguidos
usando a cromatografia por troca de ion, tal que a composicdo com
todos os anticorpos possa ser caracterizada em uma corrida.

[000157] Os anticorpos podem ser de qualquer origem, tal como
humana, de murino, coelho, galinha, porco, Ihama, ovelha. Os
anticorpos também podem ser quiméricos como descrito nos exemplos
ou podem ser humanizados, super-humanizados ou versdes
reestruturadas dessas, usando métodos bem conhecidos descritos na
técnica.

Uma composicdo de anticorpo preferida

[000158] Como mostrado nos exemplos em anexo, a composicao
anti-EGFR baseada nos anticorpos 992 e 1024 tem propriedades
unicas e distintas. A ligacdo do anticorpo 992 é intensificada pela
ligacdo de outros anticorpos, incluindo 1024. Em contraste com
anticorpos comerciais, ambos, 992 e 1024, se ligam preferencialmente
a epitopos conformacionais apresentados sobre as células (Exemplos
14 e 15). Ambos os epitopos de 992 e 1024 se superpbéem, mas sao
distintos, dos epitopos de Erbitux e Vectibix . Em contraste com varias
outras composicdes de dois anticorpos, nas quais os anticorpos
individuais se ligam a epitopos nao superpostos, a composi¢cao
baseada nas especificidades de ligacdo dos anticorpos 992 e 1024
desencadeia a internalizagao do receptor rapidamente e eficazmente .

Um novo mecanismo de acgdo envolvendo diferenciagdo terminal
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acompanhada com expressao de involucrina aumentada e a aparéncia
de pérolas de queratina é observada em um modelo animal depois do
tratamento com composicdes de anticorpo baseadas nos anticorpos
992 e 1024. Esse mecanismo de agdo unico leva a inibicao do
crescimento mais eficaz e mantida in vitro e in vivo. Isso é visto mais
claramente nos exemplos in vivo, onde os tumores continuam a
diminuir depois do término do tratamento. No grupo de controle que
recebe Erbitux, os tumores comegam a crescer logo depois do término
do tratamento, Isso indica claramente um mecanismo de acgao
diferente.

[000159] Acredita-se que o novo mecanismo de acdo é obtido pelo
uso da combinacdo de duas especificidades de ligagdo exibidas pelos
anticorpos 992 e 1024 em uma composicdo de anticorpo. Esse
mecanismo de acédo também é visto quando um terceiro anticorpo que
nao compete com os anticorpos 992 e 1024 é usado, por exemplo, na
combinacao tripla de anticorpos 992, 1024 e 1030.

[000160] Essas observagdes levaram ao modelo de uma composicao
de anticorpo que compreende pelo menos 2 moléculas distintas de
anticorpo anti-EGFR humano, em que a primeira molécula distinta de
anticorpo anti-EGFR €& selecionada do grupo que consiste em
anticorpo 992, um anticorpo que compreende as sequéncias de VL
(aminoacidos 3 a 109 de SEQ ID NO:72) e VH (aminoacidos 3 a 124
de SEQ ID NO:40) do anticorpo 992, um anticorpo que possui as
CDRS3s do anticorpo 992 (SEQ ID NO: 116 e 111), um anticorpo que
se liga ao mesmo epitopo como o anticorpo 992 e um anticorpo capaz
de inibir a ligagao do anticorpo 992 a EGFR humano; e em que uma
segunda molécula distinta de anticorpo anti-EGFR é selecionada do
grupo que consiste em anticorpo 1024, um anticorpo que compreende
as sequéncias de VL (aminoacidos 3 a 114 de SEQ ID NO:73) e VH
(aminoacidos 3 a 120 de SEQ ID NO:41) do anticorpo 1024, um

Petic&o 870220048172, de 01/06/2022, pag. 57/229



49/210

anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1024 (SEQ ID NO: 120 e
114), um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo como o anticorpo
1024 e um anticorpo capaz de inibir a ligagdo do anticorpo 1024 ao
EGFR humano.
[000161] Preferivelmente, a dita primeira molécula distinta de
anticorpo anti-EGFR €& selecionada do grupo que consiste em
anticorpo 992, um anticorpo que compreende as sequéncias de VL e
VH do anticorpo 992, um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo
992 e um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo
992; e a dita segunda molécula distinta de anticorpo anti-EGFR é
selecionada do grupo que consiste em anticorpo 1024, um anticorpo
que compreende as sequéncias de VL e VH do anticorpo 1024, um
anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1024 e um anticorpo que
se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1024.
[000162] A presente invencado contempla mutagcdes nas sequéncias
de CDR3 dos anticorpos 992 e 1024 para fornecer anticorpos com a
mesma especificidade de ligagdo. Portanto, em uma modalidade, um
anticorpo que possui a mesma especificidade de ligacao que o anticorpo
992 compreende uma CDRH3 que possui a seguinte férmula:
CTX1X2X3XaX5XeX7XsX9X10X11X12 X13X14X1sW na qual X1 a Xis5 séo
selecionados individualmente dos grupos de aminoacidos listados
abaixo:

X1=RouK;

X2=N, D, EouQ;

X3=G,A,VousS;

X4=D, E,NouQ;

Xs5=Y,F, WouH;

Xs=Y,F,WouH;

X7=V, |, LouA;

Xe=S, T, GouA;
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Xo=S, T,GouA;

X10=G, A, V,ouS;

X11=D,E,NouQ;

X12=A,G, V,ouS;

Xi3=M,L,louV

Xu=DoukE;e

Xi5=Y ou F;

e uma CDRL3 descrita pela seguinte formula: CX1X2X3X4Xs
XePPTF na qual X1 a Xe sdo selecionados individualmente dos grupos

de aminoacidos listados abaixo:

X1=QouH;
X2=H, Eou Q;
Xs=Y,F,WouH;
Xs4=N, QouH;
Xs=T,S,GouA; e
Xe=V,|,LouA

[000163] Em uma modalidade, um anticorpo que possui a mesma
especificidade de ligacdo que o anticorpo 1024 compreende uma
CDRH3 que poSsSuUi a seguinte formula:
CVX1X2X3X4X5XeX7XsXoX10X11W onde X1 a Xi1 s@o selecionados
individualmente dos grupos de aminoacidos listados abaixo:

X1=RouKkK;

X2=Y,F,WouH;

Xs=Y,F,WouH;

X4=G, AV, ouS;

Xs5=Y,F, WouH;

Xe=D, E,NouQ;

X7=E ouD;

Xs=A, G,V,ouS;

Xo=M,L,louV,;
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Xw=D,E,NouQ;e

X11=Y,0uF;

e uma CDRL3 descrita pela seguinte férmula:
CX1X2X3X4XsXe PX7TF onde X1 a X7 s&o selecionados individualmente

dos grupos de aminoacidos listados abaixo:

X1=A, G,ouV;
X2=QouH;
X3=N, Qou H;

Xa=L,1,MouV;

Xs=E, D, NouQ;

Xe=L,I,MouV;e

X7=Y,F, WouH.
[000164] Anticorpos com CDR3s mutadas podem ser feitos usando
técnicas padronizadas e ser expressos e testados quanto a ligacao
usando os métodos aqui descritos.
[000165] Os anticorpos, de acordo com esse aspecto da invencéo,
podem ser quiméricos, humanos, humanizados, reestruturados ou
super-humanizados. Isso pode ser feito usando métodos conhecidos
na técnica. Por exemplo, os anticorpos 992 e 1024 podem ser
humanizados usando os métodos descritos no Exemplo 18. Métodos
para a "super-humanizacao" estdo descritos em US 6.881.557.
[000166] Mais preferivelmente, a dita primeira molécula distinta de
anticorpo anti-EGFR €& selecionada do grupo que consiste em
anticorpo 992, um anticorpo que compreende as sequéncias de VL e
VH do anticorpo 992 e um anticorpo que possui as CDR3s do
anticorpo 992; e a dita segunda molécula distinta de anticorpo anti-
EGFR é selecionada do grupo que consiste em anticorpo 1024, um
anticorpo que compreende as sequéncias de VL e VH do anticorpo
1024 e um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1024,

[000167] Mais preferivelmente, a dita primeira molécula distinta de
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anticorpo anti-EGFR €& selecionada do grupo que consiste em
anticorpo 992 e um anticorpo que compreende as sequéncias de VL e
VH do anticorpo 992; e a dita segunda molécula distinta de anticorpo
anti-EGFR é selecionada do grupo que consiste em anticorpo 1024 e
um anticorpo que compreende as sequéncias de VL e VH do anticorpo
1024.

[000168] Mais preferivelmente, a composicdo compreende o0s
anticorpos 992 e 1024.

[000169] Como descrito, o primeiro e segundo anticorpos anti-
EGFR preferivelmente ndo inibem a ligagdo ao EGFR humano um do
outro. Até mais preferivelmente, pelo menos um dos anticorpos é
capaz de aumentar a capacidade maxima de ligagdao do outro
anticorpo com relacdo ao EGFR humano. Esse efeito € observado
com os anticorpos 992 e 1024 (Exemplo 16).

[000170] A proporcao entre os dois anticorpos nao precisa ser
exatamente uma proporcdo 1:1. Consequentemente, a proporgdo do
primeiro anticorpo em relagdo ao segundo anticorpo na composigcao
pode estar entre 5 e 95%, tal como entre 10 e 90%, preferivelmente
entre 20 e 80%, mais preferivelmente entre 30 e 70%, mais
preferivelmente entre 40 e 60%, tal como entre 45 e 55%, tal como de
aproximadamente 50%.

[000171] Preferivelmente, o primeiro e segundo anticorpos sao
isotipos de IgG1 ou IgG2.

[000172] Exemplos de anticorpos que se ligam ao mesmo epitopo
que o anticorpo 992 identificado pelos presentes inventores sao
anticorpos do cluster de anticorpo que compreende os clones 1209,
1204, 992, 996, 1033 e 1220.

[000173] Exemplos de anticorpos que se ligam ao mesmo epitopo
que o anticorpo 1024 identificado pelos presentes inventores sao

anticorpos do cluster de anticorpo que compreende os clones 1031,
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1036, 1042, 984, 1024, 1210, 1217, 1221 e 1218.

[000174] A CDR3 determina a especificidade de ligagdo dos
anticorpos. Em modalidades preferidas, o anticorpo que compreende a
CDR3 do anticorpo 992 compreende, adicionalmente, a CDR1 e CDR2
de VH e VL do anticorpo 992. Igualmente, o anticorpo que
compreende a CDR3 do anticorpo 1024 compreende, adicionalmente
e preferivelmente, a CDR1 e CDR2 de VH e VL do anticorpo 1024. As
sequéncias das CDR dos anticorpos podem ser encontradas na
Tabela 12, Exemplo 17.

[000175] Em outras modalidades, o anticorpo que compete com o
anticorpo 992 € selecionado do grupo que consiste em anticorpos
1208, 1254 e 1277. Igualmente, o anticorpo que compete com o
anticorpo 1024 pode ser selecionado do grupo que consiste em
anticorpos 1042 e 1320.

[000176] Em uma modalidade, a composi¢gao nao contém anticorpos
adicionais em adicdo aos ditos primeiro e segundo anticorpos, mais
preferivelmente ndo contém anticorpos anti-EGFR adicionais.

[000177] Em outras modalidades, a composicdo compreende ainda
um terceiro anticorpo anti-EGFR distinto, em que a dita molécula
distinta do terceiro anticorpo anti-EGFR é selecionada do grupo que
consiste em anticorpo 1030, um anticorpo que compreende as
sequéncias de VL (aminoacidos 3 a 113 de SEQ ID NO:74) e VH
(aminoacidos 3 a 120 de SEQ ID NO:42) do anticorpo 1030, um
anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1030 (SEQ ID NO: 112 e
119), um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo como o anticorpo
1030 e um anticorpo capaz de inibir a ligagdo do anticorpo 1030 a
EGFR humano. O dito terceiro anticorpo preferivelmente resulta em
uma ligagdo intensificada a EGFR humano do dito primeiro e/ou
segundo anticorpo. Em uma modalidade, a composi¢ao nao contém

anticorpos adicionais em adicdo aos ditos primeiro, segundo e terceiro
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anticorpos, mais preferivelmente ndo contém anticorpos anti-EGFR
adicionais.

[000178] O anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo
1030 pode ser selecionado do cluster de anticorpo que consiste em
clones 1195, 1030, 1034, 1194, 980, 981, 1246 e 1223.

[000179] O anticorpo que compreende a CDR3 do anticorpo 1030
pode compreender, adicionalmente, a CDR1 e a CDR2 de VH e VL do
anticorpo 1030.

[000180] Os anticorpos podem ser formulados em um recipiente para
administracdo. Entretanto, eles podem ser fabricados, purificados e
caracterizados individualmente e ser fornecidos em dois ou trés
recipientes separados como um kit em partes, com um anticorpo em
cada recipiente. Como tal, eles podem ser administrados
simultaneamente, sucessivamente ou separadamente.

[000181] Em um aspecto adicional, as duas especificidades de
ligacdo dos anticorpos 992 e 1024 s&do combinadas em uma molécula
de ligagcdo biespecifica. Preferivelmente, a molécula de ligagao
biespecifica compreende as CDRs dos anticorpos 992 e 1024, mais
preferivelmente as sequéncias de VH e VL dos anticorpos 992 e 1024.
A molécula de ligacéo biespecifica pode ser um anticorpo de dominio
variavel duplo como descrito no exemplo 19. Uma molécula de ligacéo
biespecifica também pode ser designada na forma de um fragmento
Fab biespecifico, um scFv biespecifico ou um diacorpo como descrito
na literatura.

[000182] As composicdes de anticorpo baseadas nas especificidades
de ligagao dos anticorpos 992 e 1024 levam, preferivelmente a uma ou
mais internalizagdes do receptor, a regressao de tumores de A431-NS
in vivo, a indugéo de diferenciagao terminal de células A431-NS in vivo
e a regulagao positiva da expressao involucrina do tumor in vivo.

[000183] O presente pedido fornece varios exemplos de anticorpos
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que possuem os mesmos efeitos ou efeitos similares como a
combinacao dos anticorpos 992 e 1024. Exemplos desses incluem os
anticorpos obtidos a partir da mesma imunizagao e que pertencem aos
mesmos clusters e anticorpos que competem individualmente com um
dos dois anticorpos. As composigcdes de anticorpo com efeito igual ou
similar podem ser designadas com base nas sequéncias de VH e VL
dos anticorpos 992 e 1024 e também com base nas CDRs desses
anticorpos, em particular as CDR3s dos dois anticorpos.

[000184] Composicdes de anticorpo adicionais com efeitos iguais ou
similares podem ser feitas pela realizacdo de imunizagcdo e
rastreamento essencialmente como descrito nos exemplos. Anticorpos
com a mesma especificidade como o anticorpo 992 e 1024 podem ser
identificados em dois ensaios de competicdo separados como aqui
descritos. Finalmente, composi¢cdes de anticorpo onde um anticorpo
intensifica a ligagdo de outro anticorpo podem se identificadas pela
realizacdo de experimentos de ligacdo essencialmente como descrito
no Exemplo 16; As composicbes de anticorpo podem ser rastreadas
como descrito nos exemplos para os efeitos de internalizacdo do
receptor, eficacia in vitro e in vivo, afinidade de ligagao, etc.

Usos das composicoes de anticorpo da invencao

[000185] Para uso no tratamento e na prevencao in vivo de doencgas
relacionadas a expressao de EGFR (por exemplo, superexpressao), os
anticorpos da invengédo sao administrados a pacientes (por exemplo,
individuos humanos) em dosagens eficazes terapeuticamente (por
exemplo, dosagens que resultam na inibicdo do crescimento,
fagocitose, reducdo da motilidade, diferenciagcdo terminal e/ou
destruicdo de células de tumor que expressam EGFR) usando
qualquer via de administracdo adequada, tal como injecdo e outras
vias de administracdo conhecidas na técnica para produtos clinicos

baseados em anticorpo.
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[000186] Doencas relacionadas a EGFR tipicas que podem ser
tratadas, melhoradas e/ou prevenidas usando os anticorpos da
invencido incluem, mas ndo sao limitadas a doengas autoimunes e
canceres. Por exemplo, os canceres que podem ser tratados,
melhorados e/ou prevenidos incluem cancer de bexiga, mama,
uterino/cervical, colon, rim, ovario, prostata, célula renal, pancreas,
célon, reto, estbmago, célula escamosa, pulméo (célula ndo pequena),
esbfago, cabecga e pescocgo, pele. Doengas autoimunes que podem ser
tratadas incluem, por exemplo, psoriase.
[000187] Em outra modalidade, a invencao refere-se a um método
para o tratamento, melhora e/ou prevencao de glioblastoma, incluindo
o glioblastoma multiforme; astrocitoma, incluindo o astrocitoma da
infancia; glioma; neuroblastoma; tumores neuroenddcrinos do trato
gastrintestinal; carcinoma broncoalveolar; sarcoma de célula dendritica
folicular; sarcoma de glandulas salivares; ameloblastoma; tumor
maligno de nervo periférico; tumores endodcrinos pancreaticos; ou
tumores de célula germinativa testicular, incluindo seminoma,
carcinoma embrionario, tumor do saco Vvitelino, teratoma e
coriocarcinoma.

Isolamento e sele¢cdo de pares codificadores de cadeia
pesada variavel e de cadeia leve variavel
[000188] O processo de geracdo de uma composicdo de anticorpo
recombinante anti-EGFR envolve o isolamento de sequéncias que
codificam cadeias pesadas variaveis (VH) e cadeias leves variaveis
(VL) a partir de uma fonte adequada, gerando dessa maneira um
repertério de pares codificadores de Vi e VL. Geralmente, a fonte
adequada para obtencao de sequéncias codificadoras de Vux e V. sdo
fragBes celulares que contém linfécitos tais como amostras de sangue,
baco ou medula 6ssea de um animal ndo humano imunizado/vacinado

com um polipeptideo ou peptideo de EGFR humano ou com proteinas
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EGFR derivadas de uma célula que expressa EGFR humano ou com
células que expressam EGFR humano ou fragcdes de tais células.
Preferivelmente, as fracbes que contém linfécitos sdo coletadas de
mamiferos ndo humanos ou de animais transgénicos com genes de
imunoglobulina humana. A fragao celular que contém linfécito pode ser
enriquecida adicionalmente para obter uma populacao de linfocitos em
particular, por exemplo, células da linhagem de linfécito B.
Preferivelmente, o enriquecimento é realizado usando a classificacéo
de célula com esfera magnética (MACS) e/ou a classificagao celular
ativada por fluorescéncia (FACS), tirando vantagem de proteinas
marcadoras da superficie celular especificas para a linhagem, por
exemplo, para células B, blastos plasmaticos e/ou células plasmaticas.
Até mais preferivelmente, as células com alta expressdo de CD43 e
CD138 sao isoladas do baco ou do sangue. Essas células sdo, as
vezes, denominadas de células plasmaticas circulantes, células
plasmaticas precoces ou blastos plasmaticos. Para facilitar, elas sao
denominadas células plasmaticas na presente invencao, embora as
outras expressdes possam ser usadas alternativamente.

[000189] O isolamento das sequéncias codificadoras de Vv e VL
pode ser realizado da maneira classica, onde as sequéncias
codificadoras de Vx e VL sdo combinadas aleatoriamente em um vetor
para gerar uma biblioteca combinatéria de pares de sequéncias.
Entretanto, na presente invencdo é preferido refletir a diversidade,
afinidade e especificidade dos anticorpos produzidos em uma resposta
imune humoral depois da imunizagdo de EGFR. Isso envolve a
manutengcdo do pareamento de Vy e VL originalmente presente no
doador, gerando dessa maneira um repertorio de pares de sequéncias
onde cada par codifica uma cadeia variavel pesada (VH ) e uma cadeia
variavel leve (VL ), que correspondem a um par de Vy e VL

originalmente presente em um anticorpo produzido pelo doador, a
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partir do qual as sequéncias sao isoladas. Isso também é denominado
como um par cognato de sequéncias codificadoras de Vh e VL e 0
anticorpo é denominado como anticorpo cognato. Preferivelmente, os
pares codificadores de Vy e VL da presente inveng&do, combinatorios
ou cognatos, sdo obtidos de camundongos doadores e, portanto, as
sequéncias sao de murino.

[000190] Existem varias abordagens diferentes para a geracédo de
pares cognatos de sequéncias codificadoras de V4 e V., uma
abordagem envolve a amplificagdo e o isolamento das sequéncias
codificadoras de Vn e VL de células isoladas classificadas a partir de
uma fragao celular que contém linfocito. A fim de obter um repertoério
de pares de sequéncias codificadoras de Vu € VL que representem a
diversidade dos pares de sequéncia de Vu e Vi, um método de alta
eficiéncia com o minimo de embaralhamento possivel (combinagao
aleatoria) dos pares de Vy e VL é preferido, por exemplo, como
descrito no WO 2005/042774 (incorporado aqui por referéncia).
[000191] As sequéncias que codificam Vu e V. podem ser
amplificadas separadamente e pareadas em uma segunda etapa ou
elas podem ser pareadas durante a amplificacdo (Coronella et al.
2000. Nucleic Acids Res. 28: E85; Babcook et al 1996. PNAS 93:
7843-7848 e WO 2005/042774). Uma segunda abordagem envolve a
amplificagdo na célula e o pareamento das sequéncias codificadoras
de Vh e VL (Embleton et al. 1992. Nucleic Acids Res. 20: 3831-3837;
Chapal et al. 1997. BioTechniques 23: 518-524). # P 41Uma terceira
abordagem é o método de selecdo de anticorpo de linfécito (SLAM)
que combina um ensaio hemolitico em placa com a clonagem de
cDNA de V4 e VL (Babcook et al. 1996. PNAS 93:7843-7848). Outro
meétodo que pode ser usado com camundongos € a técnica
padronizada do hibridoma, seguida pelo rastreamento e selegdo de

candidatas em potencial e subsequente clonagem dos anticorpos
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codificados.

[000192] Em uma modalidade preferida da presente invencédo, um
repertério de pares codificadores de V4 e Vi, onde os pares de
membros refletem os pares de genes responsaveis pela resposta
imune humoral que resulta da imunizagdo com EGFR, é gerado de
acordo com um método que compreende as etapas de i) fornecer uma
fragdo celular que contenha linfécito de um animal doador imunizado
com EGFR humano; ii) opcionalmente, enriquecer células B ou células
plasmaticas da dita fracao; iii) obter uma populacao de células unicas
isoladas, que compreende distribuir as células da dita fracdo de célula
individualmente em uma pluralidade de recipientes; iv) amplificar e
efetuar a ligagcdo dos pares codificadores de Vi e VL em um
procedimento de RT-PCR multiplex com extensao superposta, usando
um modelo derivado das ditas células unicas isoladas e V)
opcionalmente, realizar uma nested PCR dos pares codificadores de
Vu e VL ligados. Preferivelmente, os pares codificadores cognatos
isolados de Vi e VL sao submetidos a um procedimento de
rastreamento como descrito abaixo.

[000193] Uma vez que os pares de sequéncia de VH e VL tenham
sido gerados, um procedimento de rastreamento para identificar
sequéncias que codificam pares de V4 e VL com reatividade de ligagéo
frente a um antigeno associado a EGFR ¢é realizado. Preferivelmente,
o antigeno associado a EGFR esta compreendido na parte extracelular
de EGFR, tal como no dominio lll, Il, I e/ou IV, fragmentos dos
dominios ou no dominio extracelular completo. Outros antigenos
incluem mutantes, tais como mutantes por delecdo de EGFR ou SNPs
ou seus fragmentos. Se os pares de sequéncia de Vy e VL sao
combinatérios. um procedimento de apresentacdo em fago pode ser
aplicado para enriquecer os pares de Vi e VL que codificam

fragmentos de anticorpo que se ligam a EGFR antes do rastreamento.
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[000194] A fim de refletir a diversidade, afinidade e especificidade
dos anticorpos produzidos em uma resposta humoral depois da
imunizagdo com EGFR, a presente invencdo desenvolveu um
procedimento de rastreamento de pares cognatos, a fim de obter uma
diversidade a mais ampla possivel. Para os propositos de
rastreamento, o repertorio de pares codificadores de Vv e VL séo
expressos individualmente ou como fragmentos de anticorpo (por
exemplo, scFv ou Fab) ou como anticorpos de extensdo completa
usando tanto um vetor de rastreamento bacteriano ou de mamifero
transfectado para uma célula hospedeira adequada. O repertério de
Fabs/anticorpos pode ser rastreado — sem limitagdo — quanto a
reatividade a EGFR para a atividade anti-proliferativa contra uma
linhagem de célula de céncer que expressa EGFR e quanto a
habilidade para inibir o ligante (por exemplo, EGF) que se liga a
EGFR, para a inibicdo da fosforilacdo, inducdo de apoptose,
internalizacdo de EGFR.

[000195] Em paralelo, um repertério de Fabs/anticorpos é rastreado
contra antigenos selecionados, tais como peptideos de EGFR
humanos e opcionalmente de cynomolgus, ou chimpanzé ou macaco
rhesus. Os peptideos antigénicos podem, por exemplo, ser
selecionados a partir do dominio extracelular de EGFR humano,
dominio extracelular de EGFR mutante humano e extracelular de
EGFR de cynomolgus ou seus fragmentos. Os peptideos podem ser
biotinilados para facilitar a imobilizacdo sofre esferas ou placas
durante o rastreamento. Meios de imobilizagdo alternativos também
podem ser usados. Os antigenos sao selecionados com base no
conhecimento da biologia de EGFR e o efeito neutralizante e/ou
protetor esperado que os anticorpos capazes de se ligar a esses
antigenos podem, potencialmente, fornecer. Esse procedimento de

rastreamento pode ser igualmente aplicado a uma biblioteca de
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apresentacdo em fago combinatéria.

[000196] As proteinas EGFR recombinantes usadas para o
rastreamento podem ser expressas em bactérias, células de inseto,
células de mamifero ou outro sistema de expressado adequado. Para o
processamento correto (incluindo a glicosilagdo), as proteinas séo
expressas em células de mamiferos. O ECD da proteina EGFR pode
ser expresso tanto como uma proteina soluvel (sem a regido
transmembrana e intracelular) quanto ela pode ser fundida a uma
terceira proteina para aumentar a estabilidade. Se a proteina EGFR é
expressa com um marcador de fusdo, o parceiro de fusdo pode ser
clivado antes do rastreamento. Em adigdo ao rastreamento primario
descrito acima, um rastreamento secundario pode ser realizado, a fim
de assegurar que nenhuma das sequéncias selecionadas codifica
falsos positivos.

[000197] Geralmente, os ensaios imunologicos sdo adequados para
o rastreamento realizado na presente invencdo. Tais ensaios sdo bem
conhecidos na técnica e constituem, por exemplo, ensaios ELISPOT,
ELISA, FLISA, de membrana (por exemplo, Western blots), arranjos
sobre filtros e FACS. Os ensaios podem ser realizados sem quaisquer
etapas de enriquecimento preévio, utilizando polipeptideos produzidos a
partir das sequéncias que codificam os pares de Vu e VL. No caso em
que o repertorio de pares codificadores de Vu e VL sdo pares
cognatos, nenhum enriquecimento, por exemplo, apresentagdo em
fago, € necessario antes do rastreamento. Entretanto, no rastreamento
de bibliotecas combinatodrias, os imunoensaios sao preferivelmente
realizados em combinacdo ou acompanhando métodos de
enriquecimento, tais como apresentagdao em fago, apresentacdo em
ribossoma, apresentacdo em superficie bacteriana, apresentacédo em
levedura, apresentacdo em virus de eucarioto, apresentacdo em ENA

ou apresentacdo covalente (revisado por FitzGerald, K., 2000. Drug
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Discov. Today 5, 253-258).

[000198] As sequéncias que codificam os pares de Vi e VL
selecionadas no rastreamento sao submetidas, geralmente, ao
sequenciamento e analisadas com relacdo a diversidade das regides
variaveis. Em particular, a diversidade nas regides de CDR é de
interesse, mas também a representacdo da familia de V4 e VL é de
interesse. Baseado nessas analises sdo selecionadas as sequéncias
que codificam os pares de Vu e VL que representam a diversidade
global dos anticorpos que se ligam a EGFR isolados de um ou mais
animais doadores. Preferivelmente, as sequéncias com diferengcas em
todas as regides de CDR (CDRH1, CDRH2, CDRH3 e CDRL1, CDRL2
e CDRL3) sédo selecionadas. Se existirem sequéncias com uma ou
mais regides de CDR idénticas ou muito similares, que pertengcam a
familias diferentes de Vuy ou V., essas também sdo selecionadas.
Preferivelmente, pelo menos a regiao CDR3 da cadeia variavel pesada
(CDRH3) difere entre os pares de sequéncia selecionados.
Potencialmente, a selecdo de pares de sequéncias de Vu e VL pode
ser baseada formalmente na variabilidade da regidao CDRH3. Durante
a iniciacdo e amplificagdo das sequéncias, podem ocorrer mutacoes
nas regides estruturais da regiao variavel, em particular na primeira
regido estrutural. Preferivelmente, os erros que ocorram na primeira
regido estrutural sdo corrigidos a fim de garantir que as sequéncias
correspondam completamente ou pelo menos a 98% daquelas da
origem germinativa, por exemplo, tal que as sequéncias de Vu e V_
sejam totalmente de murino.

[000199] Quando é assegurado que a diversidade global da colegao
de sequéncias selecionadas que codificam os pares de Vh e V. é
altamente representativa da diversidade vista a nivel genético em uma
resposta humoral a uma imunizacdo com EGFR, é esperado que a

especificidade global dos anticorpos expressos a partir de uma
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colecdo de pares codificadores de Vy e VL também seja representativa
com relagcdo a especificidade dos anticorpos produzidos nos animais
imunizados com EGFR. Uma indicacdo de que a especificidade dos
anticorpos expressos a partir de uma colegao de pares codificadores
de Vi e VL é representativa da especificidade dos anticorpos
construidos pelos doadores, pode ser obtida pela comparacdo de
titulos de anticorpo contra os antigenos selecionados do sangue do
doador com a especificidade dos anticorpos expressos a partir de uma
colegdo de pares codificadores de Vx e V.. Adicionalmente, a
especificidade dos anticorpos expressos a partir de uma colecdo de
pares codificadores de Vu e VL selecionados pode ser analisada mais
tarde. O grau de especificidade se correlaciona com o numero de
antigenos diferentes contra os quais a reatividade de ligagdo pode ser
detectada. Em uma modalidade adicional da presente invengdo, a
especificidade dos anticorpos individuais expressos a partir de uma
colegdo de pares codificadores de Vi e V. € analisada pelo
mapeamento de epitopo.

[000200] O mapeamento de epitopo pode ser realizado por varias
metodologias, que n&do necessariamente excluem uma a outra. Uma
maneira de mapear a especificidade do epitopo de uma molécula de
anticorpo € avaliar a ligacdo a peptideos de extensdes variaveis
derivados da estrutura primaria do antigeno alvo. Tais peptideos
podem ser tanto lineares quanto conformacionais e podem ser usados
em varios formatos de ensaio, incluindo ELISA, FLISA e ressonancia
de plasma de superficie (SPR, Biacore, FACS). Adicionalmente, os
peptideos podem ser racionalmente selecionados usando os dados de
sequéncia e estrutura disponiveis para representar, por exemplo,
regides extracelulares ou regides conservadas do antigeno alvo ou
eles podem ser planejados como um painel de peptideos superpostos

que representam uma parte selecionada ou todo o antigeno (Meloen
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RH, Puijk WC, Schaaper WMM. Epitopo mapping by PEPSCAN. In:
Immunlogy Methods Manual. Ed. Ilwan Leftkovits 1997, Academic
Press, pp 982-988). A reatividade especifica de um clone de anticorpo
com um ou mais de tais peptideos geralmente sera uma indicacéo da
especificidade do epitopo. Entretanto, os peptideos sdo, em muitos
casos, imitadores deficientes dos epitopos reconhecidos pelo
anticorpo surgido contra os antigenos proteinaceos, devido a falta de
conformacdo natural ou especifica e devido a superficie geralmente
maior da area enterrada de interacdo entre um anticorpo e um
antigeno de proteina quando comparada a um anticorpo e um
peptideo. Um segundo método de mapeamento de epitopo, que
permite a definicdo de especificidades diretamente sobre o antigeno
da proteina, € pelo mascaramento seletivo de epitopo usando
anticorpos existentes, bem definidos. A ligacdo reduzida de um
segundo anticorpo de sondagem ao antigeno que acompanha o
bloqueio é geralmente indicativa de epitopos compartilhados ou
superpostos. O mapeamento de epitopo pelo mascaramento seletivo
pode ser realizado por varios imunoensaios, incluindo, mas né&o
restritos a ELISA e Biacore, que sédo bem conhecidos na técnica (por
exemplo, Ditzel et al. 1997. J. Mol. Biol. 267:684-695; Aldaz-Carroll et
al. 2005. J. Virol. 79:6260-6271). Outro método em potencial para a
determinacéo da especificidade do epitopo de anticorpos anti-EGFR é
a selecdo de mutantes de escape na presenca de anticorpo. Isso
pode, por exemplo, ser realizado usando um rastreio de alanina. O
sequenciamento do(s) gene(s) de interesse te tais mutantes de escape
geralmente revelara quais os aminoacidos no(s) antigeno(s) que sao
importantes para o reconhecimento pelo anticorpo e portanto
constituem (parte do) o epitopo.

Producdo de uma composicdo de anticorpo anti-EGFR a partir de

pares codificadores de Vy e Vi selecionados
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[000201] Uma composicao da presente invencéo pode ser produzida
a partir de uma linhagem celular de expresséo policlonal em um ou
alguns biorreatores ou seus equivalentes. Seguindo essa abordagem,
os anticorpos anti-EGFR podem ser purificados a partir do reator como
uma preparagao unica sem ter que separar os membros individuais
que constituem a composicdao de anticorpo anti-EGFR durante o
processo. Se a composig¢ao de anticorpo € produzida em mais do que
um biorreator, a composicao de anticorpo anti-EGFR purificada pode
ser obtida pelo agrupamento dos anticorpos obtidos dos
sobrenadantes individualmente purificados de cada biorreator.

[000202] Uma maneira de produzir uma composi¢cao de anticorpo
recombinante estd descrita no WO 2004/061104 e no WO
2006/007859 (essas referéncias estao incorporadas aqui por
referéncia). O método descrito neles é baseado na integracao
especifica para o sitio da sequéncia codificadora do anticorpo no
genoma das células hospedeiras individuais, assegurando que as
cadeias de proteina de Vu e VL s&do mantidas em seu pareamento
original durante a produgédo. Adicionalmente, a integragdo especifica
para o sitio minimiza os efeitos de posi¢ao e, portanto, o crescimento e
as propriedades de expressdao das células individuais na linhagem
celular policlonal sdo esperadas serem muito similares. Geralmente, o
método envolve o seguinte: i) uma célula hospedeira com um ou mais
sitios de reconhecimento de recombinase; ii) um vetor de expressao
com pelo menos um sitio de reconhecimento de recombinase
compativel com aquele da célula hospedeira; iii) geracdo de uma
colecdo de vetores de expressdo pela transferéncia dos pares
codificadores de VH e VL do vetor de rastreamento para um vetor de
expressao, tal que um anticorpo de extensdo completa ou um
fragmento de anticorpo possam ser expressos a partir do vetor (tal

transferéncia pode ndo ser necessaria se o vetor de rastreamento for
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idéntico ao vetor de expressao); iv) transfec¢cdo da célula hospedeira
com a colecio de vetores de expressao e um vetor que codifiqgue uma
recombinase capaz de combinar os sitios de reconhecimento da
recombinase no genoma da célula hospedeira com aquele no vetor; v)
obtengao/geracao de uma linhagem celular policlonal a partir da célula
hospedeira transfectada e vi) expressar e coletar a composi¢cao de
anticorpo da linhagem celular policlonal.

[000203] Quando um pequeno numero (2-3 ou mais) de anticorpos é
usado para uma composicdo, esses podem ser expressos e
purificados individualmente de uma maneira similar a fabricacdo de
anticorpos monoclonais, por exemplo, como descrito no WO
2004/085474. Os anticorpos purificados podem ser misturados depois
da purificacdo ou embalados em frascos separados para misturagao
antes da administracdo ou para administracdo em separado.

[000204] Preferivelmente, células de mamiferos tais como células
CHO, células COS, células BHK, células de mieloma (por exemplo,
células Sp2/0 ou NSO), fibroblastos tais como NIH 3T3 e células
humanas imortalizadas, tais como células Hela, células HEK 293 ou
PER.C6, sdo usadas. Entretanto, células eucaridticas de néao
mamiferos ou procaridticas, tais como células de planta, células de
inseto, células de levedura, células de fungos, E.coli, etc. também
podem ser empregadas. Uma célula hospedeira adequada
compreende um ou mais sitios de reconhecimento de recombinase
adequados em seu genoma. A célula hospedeira também pode conter
um modo de selecdo que € operativamente ligado ao sitio de
integragdo, a fim de ser capaz de selecionar os integrantes (isto €,
células que possuem uma copia integrada de um vetor de expressao
de Ab anti-EGFR ou um fragmento de vetor de expressdo no sitio de
integragado). A preparagcao de células que possuem um sitio FRT em

uma localizagdo predeterminada no genoma foi descrita em, por
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exemplo, US 5.677.177. Preferivelmente, uma célula hospedeira tem
apenas um unico sitio de integracdo que esta localizado em um sitio
gue permite a alta expresséo do integrante (um assim chamado ponto
quente).

[000205] Um vetor de expressao adequado compreende um sitio de
reconhecimento de recombinagdo que corresponde ao(s) sitio(s) de
reconhecimento de  recombinase da célula hospedeira.
Preferivelmente, o sitio de reconhecimento de recombinase esta ligado
a um gene de selecdo adequado diferente do gene de selecdo usado
para a construgcdo da célula hospedeira. Genes de selecdo sdo bem
conhecidos na técnica e incluem o gene da glutamina sintetase (GS),
gene de di-hidrofolato redutase (DHFR) e neomicina, onde GS e
DHFR podem ser usados para a amplificacdo do gene da sequéncia
inserida de Vu e V.. O vetor também pode conter dois sitios de
reconhecimento de recombinase diferentes para permitir a troca de
cassete mediada por recombinase (RMCE) da sequéncia codificadora
do anticorpo ao invés da integragdo completa do vetor. RMCE esta
descrita em Langer et al. 2002; Schlake and Bode 1994. Sitios de
reconhecimento de recombinase adequados sdo bem conhecidos na
técnica e incluem os sitios FRT, lox e attP/attB. Preferivelmente, o
vetor de integracdo € um vetor que codifica um isotipo, onde as
regides constantes (preferivelmente incluindo introns) estdo presentes
no vetor antes da transferéncia do par codificador de Vu e VL do vetor
de rastreamento (ou as regides constantes ja estdo presentes no vetor
de rastreamento se o rastreamento € realizado em anticorpos de
extensdo completa). As regides constantes presentes no vetor podem
ser tanto a regido constante completa da cadeia pesada (CH1 a CHs
ou até CHs) quanto a regido constante que codifica a parte Fc do
anticorpo (CH2 a CHs3 ou até CHa). A regido constante da cadeia leve

Kappa ou Lambda também pode estar presente antes da
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transferéncia. A escolha do numero de regides constantes presentes,
se alguma, depende do rastreamento e do sistema de transferéncia
usado. As regides constantes da cadeia pesada podem ser
selecionadas a partir dos isotipos 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, 1gA1, IgA2,
IgM, IgD e IgE. Os isotipos preferidos sao IgG1, 1gG2 e/ou IgG3.
Adicionalmente, o vetor de expressdo para a integracado especifica
para o sitio do acido nucleico que codifica o anticorpo anti-EGFR
contém promotores adequados ou sequéncias equivalentes que
direcionam altos niveis de expressao de cada uma das cadeias Vh e
VL. A figura 4 ilustra uma maneira possivel de planejar o vetor de
expressao, embora numerosos outros planejamentos sejam possiveis.
[000206] A transferéncia dos pares codificadores de Vx e VL do vetor
de rastreamento pode ser realizada pela clivagem de enzima de
restricdo e ligagcdo convencionais, tal que cada molécula de vetor de
expressado contenha um par codificador de Vu e VL. Preferivelmente,
os pares codificadores de Vy e VL sdo transferidos individualmente,
entretanto, eles podem também ser transferidos em massa se
desejado. Quando todos os pares codificadores de Vi e V.
selecionados sao transferidos para o vetor de expresséao, € obtida uma
colecdo ou biblioteca de vetores de expressdo. Modos alternativos de
transferéncia também podem ser usados se desejado. Se o vetor de
rastreamento € idéntico ao vetor de expressao, a biblioteca de vetores
de expressdo € constituida por pares sequéncias de Vi e VL
selecionados durante o rastreamento, que estao situados no vetor de
rastreamento/expressao.

[000207] Métodos para transfectar uma sequéncia de acido nucleico
para uma célula hospedeira sdo conhecidos na técnica. Para
assegurar a integracdo especifica para o sitio, uma recombinase
adequada também deve ser fornecida a célula hospedeira. Isso é

preferivelmente obtido pela cotransfeccdo de um plasmideo que
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codifique a recombinase. Recombinases adequadas sao, por exemplo,
Flp, Cre ou fago ®C31 integrase, usadas junto com um sistema de
célula hospedeira/vetor com os sitios de reconhecimento de
recombinase correspondentes. A célula hospedeira tanto pode ser
transfectada em massa, significando que a biblioteca de vetores de
expressdo é transfectada para a linhagem celular em uma unica
reacdo, obtendo dessa maneira uma linhagem celular policlonal.
Alternativamente, a colecdo de vetores de expressido pode ser
transfectada individualmente para a célula hospedeira, gerando dessa
maneira uma colegdo de linhagens celulares individuais (cada
linhagem celular produz um anticorpo com uma especificidade
particular). As linhagens celulares geradas depois da transfeccgéo
(individual ou policlonal) sdo selecionadas quanto a integrantes
especificos para o sitio e adaptadas para crescer em suspensao e
meio sem soro, se elas ja nao tiverem essas propriedades antes da
transfeccdo. Se a transfecgdo foi realizada individualmente, as
linhagens celulares individuais sao analisadas com relagdo as suas
propriedades de crescimento e produgcdo de anticorpo.
Preferivelmente, linhagens celulares com taxas de proliferacéo e niveis
de expressao de anticorpo similares sao selecionadas para a geragao
da linhagem celular policlonal. A linhagem celular policlonal € gerada
entdo pela mistura das linhagens celulares individuais em uma
proporcao pré-definida. Geralmente, um banco de célula mestre
policlonal (pMCB), um banco de célula de pesquisa policlonal (pRCB)
e/ou um banco de célula policlonal de trabalho (pWCB) s&o previstos a
partir da linhagem celular policlonal. A linhagem celular policlonal é
gerada pela mistura de linhagens celulares individuais em uma
proporcao pré-definida. A linhagem celular policlonal é distribuida em
ampolas gerando dessa maneira um banco de pesquisa de célula

policlonal (pRCB) ou um banco de célula mestre (pMCB) a partir do
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qual um banco de célula policlonal de trabalho (pWCB) pode ser
gerado pelas células expandidas do banco de pesquisa ou mestre. O
banco de célula de pesquisa é primariamente para provar os estudos
do conceito, nos quais a linhagem de célula policlonal pode nao
compreender tantos anticorpos individuais quanto a linhagem celular
policlonal no banco de célula mestre. Normalmente, o pMCB ¢
expandido posteriormente para preparar um pWCB com propdsitos de
producédo. Uma vez que pWCB é gasto, uma nova ampola do pMCB
pode se expandida para fornecer um novo pWCB.

[000208] Uma modalidade da presente invengdo € uma linhagem
celular policlonal capaz de expressar uma composicdo de anticorpo
anti-EGFR da presente invencao.

[000209] Uma modalidade adicional da presente invencdo € uma
linhagem celular policlonal na qual cada célula individual € capaz de
expressar um par codificador de V4 e VL Unico e a linhagem de célula
policlonal como um todo € capaz de expressar uma colegao de pares
codificadores de Vu e V|, onde cada par de Vy e V. codifica um
anticorpo anti-EGFR. Preferivelmente, a colecdo de pares
codificadores de Vu e VL sdo pares cognatos gerados de acordo com
os métodos da presente invencao.

[000210] Uma composicdo de anticorpo recombinante da presente
invencido pode ser produzida pela cultura de uma ampola de um
pWCB em um meio apropriado por um periodo de tempo que permita
a expressao suficiente de anticorpo e onde a linhagem de célula
policlonal permanecga estavel (A janela é de aproximadamente entre 15
dias a 50 dias). Métodos de cultura tais como lote de alimentagéo ou
perfusdao podem ser usados. A composicao de anticorpo recombinante
€ obtida do meio de cultura e purificada pelas técnicas convencionais
de purificagdo. A cromatografia de afinidade combinada com etapas de

purificacdo subsequentes, tais como a cromatografia por troca de ion,
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interagdes hidrofébicas e filtragcdo em gel, tem sido frequentemente
usada para a purificagao de IgG. Depois da purificacdo, a presencga de
todos os membros individuais na composi¢ao de anticorpo policlonal é
avaliada, por exemplo, pela cromatografia com troca de ion. A
caracterizacdo de tal composi¢ao de anticorpo € descrita em detalhes
no WO 2006/007853 (incorporado aqui por referéncia).

[000211] Um método alternativo de expressar uma mistura de
anticorpos em um hospedeiro recombinante esta descrito no WO
2004/009618. Esse método produz anticorpos com cadeias pesadas
diferentes associadas com a mesma cadeia leve de uma unica
linhagem celular. Essa abordagem pode ser aplicavel se a composicéo
de anticorpo anti-EGFR for produzida a partir de uma biblioteca
combinatoria.

Composicoes terapéuticas

[000212] Outro aspecto da invencido € uma composi¢cao farmacéutica
que compreende como ingrediente ativo uma composi¢ao de anticorpo
anti-EGFR ou um Fab recombinante anti-EGFR ou outra composi¢ao
de fragmento de anticorpo recombinante anti-EGFR ou uma molécula
de ligacdo biespecifica da invengao. Preferivelmente, o ingrediente
ativo de tal composi¢cao € uma composi¢cao de anticorpo recombinante
anti-EGFR como descrita na presente invencéo. Tais composi¢cdes sao
pretendidas para a melhora e/ou prevencdo e/ou tratamento de
cancer. Preferivelmente, a composicdo farmacéutica € administrada a
um humano, um animal doméstico ou um animal de estimacao.
[000213] A composicao farmacéutica compreende ainda um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[000214] Uma composicdo de anticorpo ou de fragmentos de
anticorpos anti-EGFR pode ser administrada dentro de um diluente,
veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitaveis, em forma de

dosagem unitaria. A pratica farmacéutica convencional pode ser
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empregada para fornecer formulagdes ou composicdes adequadas
para administrar a pacientes com cancer. Em uma modalidade
preferida, a administracdo €& terapéutica, significando que ¢é
administrada depois que uma condi¢cdo de cancer foi diagnosticada.
Qualquer via apropriada de administragdo pode ser empregada, por
exemplo, a administracdo pode ser parenteral, intravenosa, intra-
arterial, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intra-nasal,
aerossol, supositorio ou administragcao oral. For exemplo, formulacdes
farmacéuticas podem estar na forma de solugcdes liquidas ou
suspensdes.Para a administragcao oral, € necessario estar protegido
contra a degradagcao no estdmago. Para formulagdes intra-nasais, os
anticorpos podem ser administrados na forma de pds, gotas nasais ou
aerossois.

[000215] As composicdes farmacéuticas da presente invencado séo
preparadas de uma maneira conhecida per se, por exemplo, por meio
de processos convencionais de dissolucdo, liofilizacdo, misturacgao,
granulacédo ou confecgédo. As composi¢cdes farmacéuticas podem ser
formuladas de acordo com a pratica farmacéutica convencional (veja,
por exemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (20th.
Ed.), Ed. A.R. Genaro, 2000, Lippincott Williamas & Wilkins,
Phialadelphia, PA e Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds.
J. Swarbrick and J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, New York,
NY).

[000216] Preferivelmente, as solugdes ou suspensdes do ingrediente
ativo e, especialmente, as solugcbes ou suspensdes aquosas
isotOnicas, sdo usadas para preparar as composi¢coes farmacéuticas
da presente invencdo. No caso de composicoes liofilizadas que
compreendem o ingrediente ativo sozinho ou junto com um veiculo,
tais solucdes ou suspensodes podem se possivel, ser produzidas antes

do uso. As composicdes farmacéuticas podem ser esterilizadas e/ou
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podem compreender excipientes, por exemplo, conservantes,
estabilizadores, umectantes e/ou agentes emulsificantes,
solubilizantes, sais para regulagao da pressao osmoética e/ou tampdes,
e serem preparadas de uma maneira conhecida per se, por exemplo,
por meio de processos de dissolucao ou liofilizagdo convencionais. As
ditas solugdes ou suspensdes podem compreender substancias que
aumentem a viscosidade, tais como carboximetilcelulose de sdédio,
carboximetilcelulose, dextrano, polivinilpirrolidona ou gelatina.

[000217] As composicdes para injecdo sdo preparadas de uma
maneira rotineira sob condi¢des estéreis; 0 mesmo se aplica também a
introdugdo em ampolas ou frascos e no fechamento dos recipientes.
[000218] As composicdes farmacéuticas compreendem entre
aproximadamente 1% a aproximadamente 95%, preferivelmente entre
aproximadamente 20% a aproximadamente 90% de ingrediente ativo.
As composicdes farmacéuticas de acordo com a invencdo podem
estar, por exemplo, em forma de dose unitaria, tal como na forma de
ampolas, frascos, supositorios, comprimidos, pilulas ou capsulas. As
formulagbées podem ser administradas a individuos humanos em
quantidades terapeuticamente ou profilaticamente eficazes (por
exemplo, quantidades que previnem, eliminam ou reduzem uma
condigao patologica) para fornecer o tratamento para uma doenga ou
condicdo. A dosagem preferida do agente terapéutico a ser
administrado é provavelmente dependente de variaveis tais como a
severidade do céancer, o estado de saude geral do paciente em
particular, a formulacdo dos excipientes do composto e sua via de
administracao.

Usos terapéuticos das composicées de acordo com a invencao

[000219] As composi¢des farmacéuticas de acordo com a presente
invencido podem ser usadas para o tratamento ou melhora de uma

doenca em um mamifero. As condicbes que podem ser tratadas ou
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prevenidas com as presentes composicdes farmacéuticas incluem a
prevengao e o tratamento de pacientes com céancer que possam ser
submetidos ao tratamento terapéutico com uma composicao
farmacéutica de acordo com a presente invengéo.
[000220] Uma modalidade da presente invencao € um método de
prevencao, tratamento ou melhora de um ou mais sintomas
associados com cancer em um mamifero, compreendendo administrar
uma quantidade eficaz de uma composicao de anticorpo recombinante
anti-EGFR da presente invengéo ao dito mamifero.
[000221] Uma modalidade adicional da presente invencio é o uso de
uma composi¢cdo de anticorpo recombinante anti-EGFR da presente
invencio para a preparaciao de uma composicido para o tratamento,
melhora ou prevencdo de um ou mais sintomas associados com
cancer em um mamifero.
[000222] Preferivelmente, o mamifero nas modalidades acima é um
humano, animal doméstico ou animal de estimacao.
[000223] Os anticorpos de acordo com a presente invengao sao
indicados no tratamento de certos tumores solidos. Com base em
varios fatores, incluindo os niveis de expressdao de EGFR, entre
outros, os seguintes tipos de tumor parecem apresentar as indicagdes
preferidas: mama, ovario, célon, reto, prostata, bexiga, pancreas,
cabeca e pescoco e cancer de pulmao de células ndo pequenas.
[000224] Exemplos adicionais de cancer incluem carcinoma e
sarcoma. Carcinoma inclui pelo menos os seguintes:

Neoplasmas epiteliais, NOS

Neoplasmas de célula escamosa

Carcinoma de célula escamosa, NOS

Neoplasmas de célula basal

Carcinoma de célula basal, NOS

Papilomas e carcinomas de célula transicional
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Adenomas e adenocarcinomas (glandulas)
Adenomas, NOS

Adenocarcinoma, NOS

Linite plastica

Insulinoma, NOS

Glucagonoma, NOS

Gastrinoma, NOS

Vipoma

Colangiocarcinoma

Carcinoma hepatocelular, NOS
Carcinoma cistico adenoide

Tumor carcinoide, NOS, do apéndice
Prolactinoma

Oncocitoma

Adenoma de ceélula de Hurthle
Carcinoma de célula renal

Tumor de Grawitz

Adenomas enddcrinos multiplos
Adenoma endometrioide, NOS
Neoplasmas anexiais e de apéndices da pele
Neoplasmas mucoepidermoides
Neoplasmas cistico, mucinoso e seroso
Cistadenoma, NOS

Pseudomixoma peritoneal

Neoplasmas ductal, lobular e medular
Neoplasmas de célula acinar
Neoplasmas epiteliais complexos
Tumor de Warthin

Timoma, NOS

Neoplasmas gonadais especializados
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Tumor do estroma de cordao sexual

Tecoma, NOS

Tumor de célula granulosa, NOS

Arrenoblastoma, NOS

Tumor de célula de Leydig-Sertoli

Paragangliomas e tumores do glomus

Paraganglioma, NOS

Feocromocitoma, NOS

Tumor do glomus

Nevos e melanomas

Nevo melanocitico

Melanoma maligno, NOS

Melanoma, NOS

Melanoma nodular

Nevo displasico

Lentigo maligno melanoma

Disseminacéao superficial de melanoma

Melanoma acrolentiginoso, maligno
[000225] Exemplos de sarcoma incluem. Sdo dados varios nomes
diferentes aos sarcomas, baseado no tipo de tecido do qual eles
surgem. Por exemplo, osteosarcoma surge do 0sso, condrosarcoma
surge da cartilagem e o leiomiosarcoma surge do musculo liso.
Sarcomas de tecidos moles, tais como leiomiosarcoma,
condrosarcoma e tumor do estroma gastrintestinal (GIST) sdo mais
comuns em adultos do que em criangas.
[000226] Em conjunto com cada uma dessas indicagbes, trés vias
clinicas parecem oferecer potenciais distintos para o sucesso clinico:
[000227] Terapia adjuvante: Na terapia adjuvante, os pacientes
podem ser tratados com anticorpos de acordo com a presente

invencdo em combinacdo com um agente quimioterapéutico ou

Petic&o 870220048172, de 01/06/2022, pag. 85/229



77/210

antineoplasico e/ou terapia de radiacdo. Os alvos primarios listados
acima serao tratados sob um protocolo pela adicdo de anticorpos da
invengcdo a uma terapia de primeira e segunda linhas padronizadas
e/ou a uma terapia de terceira linha. Os planejamentos do protocolo se
dirigirdo a eficacia como avaliada pela redugédo na massa do tumor
assim como a habilidade para reduzir as doses usuais da
quimioterapia padronizada. Essas redugdes de dosagem permitirdo
uma terapia adicional e/ou prolongada pela redugdo da toxicidade
relacionada a dose do agente quimioterapéutico. Anticorpos anti-
EGFR da técnica anterior foram ou estdo sendo utilizados em varios
testes clinicos adjuvantes em combinacdo com o0s agentes
qguimioterapéuticos ou antineoplasicos adriamicina (Erbitux: carcinoma
de préstata avangado), cisplatina (Erbitux: carcinomas avancados de
cabeca e pescoco e pulmao), taxol (Erbitux: cancer de mama) e
doxorubicina (Erbitux).

[000228] A invencdo fornece artigos farmacéuticos que
compreendem uma composicao de anticorpo da invencado e pelo
menos um composto capaz de induzir a diferenciacdo de células de
cancer como uma combinacdo para a administracdo simulténea,
separada ou sucessiva na terapia do cancer. Pela combinagcdo das
composi¢cdes de anticorpo da invengdo com agentes conhecidos por
induzir a diferenciacao terminal de células de cancer, o efeito pode ser
adicionalmente aperfeigcoado.

[000229] Pelo menos um composto pode ser selecionado do grupo
que consiste em acido retindico, acidos trans-retindicos, acidos cis-
retindicos, fenilbutirato, fator de crescimento de nervo, dimetil
sulféxido, forma ativa da vitamina D(3), receptor gama ativado pelo
proliferador de peroxissoma, 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol,
hexametileno-bis-acetamida, fator beta de transformacdo do

crescimento, acido butirico,b AMP ciclico e vesnarinona.
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Preferivelmente, o composto € selecionado do grupo que consiste em
acido retinoico, fenilbutirato, todos os acidos trans-retinoicos e a forma
ativa da vitamina D.

[000230] Artigos farmacéuticos que compreendem uma composicao
de anticorpo da invencdo e pelo menos um composto
quimioterapéutico ou antineoplasico podem ser usados como uma
combinagdo para a administragdo simultanea, separada ou sucessiva
na terapia do cancer. O composto quimioterapéutico pode ser
selecionado do grupo que consiste em adriamicina, cisplatina, taxol,
doxorubicina, topotecan, fluorpirimidina, oxaliplatina e irinotecan.
[000231] Monoterapia: Em conjunto com o uso dos anticorpos de
acordo com a presente invengcao na monoterapia de tumores, os
anticorpos podem ser administrados a pacientes sem um agente
quimioterapéutico ou antineoplasico. Os resultados pré-clinicos
gerados através do uso de anticorpos de acordo com a presente
invencao e discutidos aqui, demonstraram resultados positivos com
uma terapia autbnoma.

[000232] Agente de Imagem: Através da ligacdo de um radionuclideo
(por exemplo, itrio (*°Y)) a anticorpos de acordo com a presente
invencao, espera-se que os anticorpos marcados de acordo com a
presente invencdo possam ser utilizados como um agente de
diagnostico, para imagem. Em tal papel, os anticorpos da invengao se
localizardo em ambos, tumores solidos assim como lesdes
metastaticas de células que expressam EGFR. Em conjunto com o uso
dos anticorpos da invencdo como agentes de imagem, os anticorpos
podem ser usados no auxilio do tratamento cirurgico de tumores
solidos, tanto como um rastreamento pré-cirurgico quanto como um
acompanhamento pds-operatorio para determinar se o tumor
permanece e/ou retorna. Um anticorpo ('"'In)-Erbitux foi usado como

um agente de imagem em um ensaio clinico humano de Fase | em
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pacientes que possuem carcinomas de célula escamosa pulmonar nao
ressecaveis. (Divgi et al. J. Natl. Cancer Inst. 83:97-104 (1991). Os
pacientes foram acompanhados com camara gama anterior e posterior
padronizada. Os dados preliminares indicaram que todas as lesdes
primarias e grandes lesdes metastaticas foram identificadas, apesar de
apenas metade das pequenas lesbes metastaticas (abaixo de 1 cm)
serem detectadas.

[000233] Os inibidores de tirosina quinase (TKls) sdo moléculas
sintéticas, derivadas principalmente de quinazolina, com baixo peso
molecular que interagem com o dominio intracelular de tirosina
quinase de receptores e inibem a fosforilagdo do receptor induzida
pelo ligante pela competicdo pelo sitio de ligacdo de Mg-ATP
intracelular. Varios TKls em desenvolvimento clinico, incluindo
Gefitinib (Iressa, ZD1839), Erlobtinib (Tarceva, OSI-774), Lapatinib,
(Tykerb, GW572016), Canertinib (CI-1033), EKB-569 e PKI-166 séo
direcionados para EGFR. O tratamento de combinagao de TKiIs e anti-
EGFR mostrou ser benéfico tanto in vivro quanto in vitro contra
células de cancer dependentes de EGFR. Artigos farmacéuticos que
compreendem uma composicao de anticorpo da invencado e pelo
menos um TKI que atinge EGFR podem ser usados como uma
combinagdo para a administragdo simultanea, separada ou sucessiva
na terapia do cancer. Inibidores de molécula pequena adicionais
incluem: Sorafinib (raf e multiplos RTKs), Sunitinib (Multiplos RTKSs),
Temsirolimus (MTOR), RAD001 (mTOR), e AZD217 (VEGFR?2).
[000234] Em outras modalidades, as composi¢cdes de anticorpo da
presente invengao sio usadas em combinacido com outros anticorpos
terapéuticos. Exemplos desses incluem, por exemplo, anticorpos
contra HER2 (Herceptin) e VEGF (Avastin). Em outras modalidades,
as composicdes de anticorpo da presente invenciao sido usadas em

combinagdo com um agente conhecido para estimular células do
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sistema imune, tal tratamento de combinacdo levando a intensificagao
mediada pelo sistema imune estimulado da eficacia das composi¢des
de anticorpo da invencdo. Exemplos de tais agentes que estimulam a
imunidade incluem, mas n&o s&o limitados a interleucinas
recombinantes (por exemplo, IL-21 e IL-2).

Dose e Via de Administracédo
[000235] Apesar da dosagem especifica dos anticorpos de acordo
com a invencao ainda nao ter sido determinada, certas consideragcoes
de dosagem podem ser determinadas através da comparagdo com o
produto similar (ImClone C225 (Erbitux)) que foi aprovado. O anticorpo
C225 é tipicamente administrado em doses na faixa de 5 a 400 mg/m?,
com as doses mais baixas usadas apenas em conjunto com estudos
de seguranga. Consequentemente, pode ser esperado que a
dosagem em pacientes de anticorpos de acordo com a invencao pode
estar nessa faixa ou abaixo, talvez na faixa de 50 a 300 mg/m? e ainda
permanecer eficaz. A dosagem em mg/m?, em oposi¢do a medida de
dose convencional em mg/kg, € uma medida baseada na superficie
corporal e € uma medida de dosagem conveniente que € designada
para incluir pacientes de todos os tamanhos de criangas a adultos.
[000236] A informacdo disponivel da prescricdo para Erbitux
(Cetuximab) inclui uma infusdo inicial IV por 120 minutos de 400
mg/m?, seguida por infusées semanais de 250 mg/m? por 60 minutos
Essas dosagens sao recomendadas para o tratamento autébnomo
assim como para combinacdo com terapia de radiagcdo. Para Vectibix
(panitumumab) a dose recomendada é de 6 mg/kg administrada por 60
minutos a cada 14 dias.
[000237] A dosagem clinica esperada do anticorpo HuMaxEGFr da
Genmab (zalutumumab) é uma dose inicial de 8 mg/kg de HuMax-
EGFr, seguida por infusdes semanais de uma dose de manutencéo

até a progressdo da doenca. A dose de manutengdo sera ajustada
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quando necessario até que o paciente desenvolva uma erupgao
cutanea que limite a dose, até um maximo de 16 mg/kg de HuMax-
EGFr (Dosagens para estudo principal da Fase lll, disponiveis a partir
da descricdo do produto da Genmab).

[000238] A dosagem clinica de composi¢bes de anticorpo da
presente invencdo sao provavelmente limitadas pela extensdao da
erupcao cutanea como observada com anticorpos monoclonais anti-
EGFR (Erbitux e Vectibix) usados na clinica atual. Os dados de um
estudo de seis semanas da toxicologia em macacos Cynomolgus nao
mostrou sinais de erupcao cutadnea quando a composi¢ao de anticorpo
da invencao foi administrada em uma dose equivalente aquela usada
para o tratamento com um dos anticorpos monoclonais usados na
clinica (exemplo 20). Portanto, as composi¢bes de anticorpo da
invengdo podem ser administradas intravenosamente e com uma
dosagem semanal de 250 mg/m?, que se traduz em 7,5 mg/kg para um
humano com uma superficie corporal de 1,8 m? e 60 kg de peso
corporal. Adicionalmente, uma dose de ataque inicial de 400 mg/m?
(traduzida em 12 mg/kg para um humano com uma superficie corporal
de 1,8 m? e 60 kg de peso corporal) pode ser dada antes da dosagem
semanal subsequente.

[000239] Trés abordagens de liberagdo distintas sdo esperadas
serem uteis para a liberagcao de anticorpos de acordo com a invengao.
A liberagdo intravenosa convencional presumivelmente sera a técnica
de liberacao padronizada para a maioria dos tumores. Entretanto, em
relagdo a tumores na cavidade peritoneal, tais como tumores dos
ovarios, dutos biliares, outros dutos e semelhantes, a administragao
intraperitoneal pode demonstrar ser favoravel para a obtencdo de uma
dose alta de anticorpo no tumor e para minimizar a depuragao do
anticorpo. De uma maneira similar, certos tumores sélidos possuem

uma vascularizacdo que € apropriada para a perfusdo regional. A

Petic&o 870220048172, de 01/06/2022, pag. 90/229



82/210

perfusdo regional possibilitara a obtengdo de uma alta dose do
anticorpo no local de um tumor e minimizara a depuragao a curto
prazo do anticorpo.
[000240] Com qualquer terapéutica baseada na infusdo de proteina
ou anticorpo, as preocupagdes com a seguranga estdo primariamente
relacionadas com (i) sindrome de liberagdo de citocina, isto é,
hipertensao, febre, tremores, calafrios, (ii) o desenvolvimento de uma
resposta imunogénica ao material (isto é, desenvolvimento de
anticorpos humanos pelo paciente para o anticorpo terapéutico ou
resposta HAHA ou HACA) e (iii) toxicidade para células normais que
expressam o receptor de EGF, por exemplo, hepatdcitos que
expressam EGFR. Os testes padronizados e o acompanhamento
serao utilizados para monitorar cada uma dessas preocupacées com a
seguranca. Em particular, a funcdo hepatica sera monitorizada
frequentemente durante os testes clinicos a fim de avaliar o dano ao
figado, se houver.

Uso diagndstico
[000241] Outra modalidade da invencgao é direcionada para os kits de
diagndstico. Os kits de acordo com a presente invengédo compreendem
uma composig¢ao de anticorpo anti-EGFR preparada de acordo com a
invencdo, cuja proteina pode ser marcada com um marcador
detectavel ou ndo marcada para a deteccdo sem marcador. O kit pode
ser usado para identificar individuos acometidos por cancer com a
superexpressao de EGFR.
EXEMPLOS
Exemplo 1: Clonagem de anticorpos anti-EGFR
Imunizagcbes
[000242] Camundongos fémeas BALB/c, linhagem A ou C57B16 (8 a

10 semanas de idade) foram usados para imunizagdes com injegdes

de proteinas purificadas diferentes em adicdo a células que super-
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expressam EGFR.

[000243] Proteinas EGFR comercialmente disponiveis (R&D
Systems cat#1095-ER ou Sigma #E3641) foram usadas para algumas
das imunizagdes. Para outras imunizagdes, foram usados EGFR
humano recombinante e EGFRUvIIl produzidos como proteinas de
fusdo que consistem em ECD de EGFR ou EGFRVIIlI € horménio do
crescimento humano (hGH), incluindo também um sitio de clivagem do
Virus do Mosaico do Tabaco (TEV) em adigdo a um His-tag descrito
no Exemplo 10b. Em alguns casos, o ECD de EGFR foi isolado pela
clivagem com TEV-protease e subsequente purificacdo em uma
coluna de Niquel.

[000244] A linhagem celular de cancer de cabega e pescogo
humano, HN5 (Easty DM, Easty GC, Carter RL, Monaghan P, Butler
LJ. Br J Cancer. 1981 Jun;43(6):772-85. Ten human carcinoma cell
lines derived from squamous carcinomas of the head and neck) que
expressa aproximadamente 107 receptores/célula foi usada para as
imunizacgdes baseadas em célula. As células foram cultivadas em meio
DMAM suplementado com FBS 10% (Soro Fetal Bovino), Glicerol 3
mM, Piruvato de Sédio 5 mM e Penicilina-Estreptomicina 1%. Antes de
cada imunizacao as células foram lavadas em PBS, tripsinizadas com
TrypLE e ressuspensas em meio de crescimento. Subsequentemente,
as suspensdes celulares foram lavadas duas vezes em PBS por
centrifugacao a 250 Xg por 5 min, remocgao e ressuspensao em 15 mL
de PBS estéril.

[000245] As células ou o antigeno foram diluidos em PBS e
misturados depois 1:1 com Adjuvante de Freund. O adjuvante é usado
para intensificar e modular a resposta imune. Para as primeiras
imunizagdes, o Adjuvante Completo de Freund (CFA) foi usado,
enquanto que o Adjuvante Incompleto de Freund (IFA) foi usado para

as imunizacdes subsequentes. IFA é uma emulsdo de 6leo em agua
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composta por 6leos minerais e CFA é IFA ao qual espécies de
Mycobacterium mortas pelo calor, desidratadas s&o adicionadas.
Ambos os adjuvantes tém efeito de depdsito. CFA desencadeia uma
persisténcia a longo prazo da resposta imune e € usado para as
primeiras imunizacdes para intensificar a resposta imune e IFA é
usado nas imunizacdes subsequentes. As emulsdes foram testadas
pela adicdo de uma gota sobre uma superficie de vidro com agua. Se
a gota permanecer como uma gota, a emulsao € estavel e as injegbes
podem ser realizadas. Apenas emulsdes estaveis foram administradas
nos camundongos.

[000246] Dependendo do esquema (veja Tabela 2), 25 a 100 pyg de
antigeno ou 107 células foram usados para cada inje¢do. No total, os
camundongos receberam 4 injecdes. Todos os camundongos foram
inoculados tanto com 300 pL quanto com 200 pyL da emulsdo.
Dependendo do esquema, as injegbes foram realizadas por via
subcutanea (s.c.), intraperitoneal (i.p.) ou intravenosa (i.v.).

[000247] No final, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e os bagos foram removidos e transferidos para
um filtro de célula de 74 ym (Corning #136350-3479). As células foram
maceradas através do filtro, ressuspensas em RPMI 1640 gelado com
FBS 10% e centrifugadas em 300Xg por 5 minutos. O pélete celular
foi ressuspenso em RPMI 1640 com FBS 1%, filtrado através de um
filtro de seringa de 50 ym (BD #340603) e coletados por centrifugacgao.
O pélete celular foi crio-preservado depois da ressuspensao em FCS
com DMSO 10% e as células congeladas foram armazenadas a -80°C
até a classificacado por FACS. # P59

Classificacdo por FACS de células plasmaticas de murino

[000248] Frascos com os esplenécitos congelados foram
descongelados a 37°C e transferidos para tubos de 15 mL com o gelo

ainda presente. 10 mL de RPMI gelado, FBS 10% (soro fetal bovino)
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foram adicionados por gotejamento ao tubo com turbilhonamento.
Depois de uma lavagem em 10 mL de FACS PBS, 5 mL de FACS PBS
sao adicionados antes da filtragcdo das células através de Filcon 50
Mm. As células foram peletizadas e ressuspensas em 1 mL de PBS
com FBS 2% (volume final) e coradas com anti-CD43-FITC e anti-
CD138-PE de acordo com a diluicdo especifica até uma concentracéo
final de aproximadamente 5 pg/mL. As células foram incubadas a 4°C
por 20 min no escuro. Subsequentemente, as células foram lavadas 2
vezes com 2 mL de tampéao de FACS. Até 15 mL de FACS PBS foram
adicionados. Foi adicionado lodeto de Propidio (PlI) a 1:100 (1 parte
de Pl para 100 partes de tampédo FACS PBS) e as células foram
subsequentemente classificadas em placas de PCR de 96 pocos,
contendo tampéo de reacdo de PCR (veja abaixo) e centrifugadas por
2 min 400 Xg antes das placas serem congeladas a -80°C. As células
plasmaticas foram classificadas como positivas para CD43/positivas
para CD138 como mostrado na figura 1.

Ligacédo de pares cognatos de Vye V|

[000249] A ligacdo de sequéncias codificadoras de Vu e V. foi
realizada sobre células isoladas capturadas como células plasmaticas,
que facilitam o pareamento cognato das sequéncias codificadoras de
Vu e VL. O procedimento utilizou um procedimento de PCR em duas
etapas em uma RT-PCR multiplex com extensdo de superposi¢cao
seguida por uma nested PCR. As misturas de iniciadores usadas no
presente exemplo amplificaram apenas as cadeias leves Kappa. Os
iniciadores capazes de amplificar as cadeias leves Lambda podem,
entretanto, ser adicionados a mistura de iniciadores multiplex e a
mistura de iniciadores de nested PCR se desejado. Se os iniciadores
para Lambda s&o adicionados, o procedimento de classificacdo deve
ser adaptado tal que as células positivas para Lambda nao sejam

excluidas. O principio da ligacdo de sequéncias cognatas de Vu e VL
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esta ilustrado na figura 2.

[000250] As placas de 96 pogcos de PCR produzidas foram
descongeladas e as células classificadas serviram como modelo para
a RT-PCR multiplex com extensao de superposicdo. O tampao de
classificagado adicionado a cada poco antes da classificagao de célula
isolada continha tampéao de reacédo (OneStep RT-PCR Buffer; Qiagen),
iniciadores para RT-PCR (veja Tabela 3) e inibidor de RNase (RNasin,
Promega). Isso foi suplementado com OneStep RT-PCR Enzyme Mix
(diluicdo de 25x; Qiagen) e mistura de dNTP (200 uM de cada) para
obter uma dada concentracao final em um volume de reacéo de 20 pL.
As placas foram incubadas por 30 min a 55°C para permitir a
transcricido reversa do RNA de cada poco. Depois da RT, as placas
foram submetidas ao seguinte ciclo de PCR:10 min a 94°C, 35x(40
seg a 94°C, 40 seg a 60°C, 5 min a 72°C), 10 min a 72°C.

[000251] As reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador
H20BIT com uma cesta de casca selada (“Peel Seal Basket”) para 24
placas de 96 pocos (ABgene), para facilitar um alto rendimento. As
placas de PCR foram armazenadas a -20°C depois da ciclagem.
[000252] Para a etapa de nested PCR, as placas de 96 pocos foram
preparadas com a seguinte mistura em cada poc¢o (reagdes de 20 L)
para obter a concentracdo final dada: tampdo 1x FastStart (Roche),
mistura de dNTP (200 uM cada), mistura de iniciadores para nested
(veja Tabela 4), Phusion DNA Polymerase (0,08 U; Finnzymes) e
FastStart High Fidelity Enzyme Blend (0,8 U; Roche). Como modelo
para a nested PCR, 1 pl foi transferido das reagdes de PCR multiplex
com extensdao de superposicdo. As placas de nested PCR foram
submetidas a seguinte termociclagem: 35x(30 seg a 95°C, 30 seg a
60°C, 90 seg a 72°C), 10 min a 72°C.

[000253] As reacdes selecionadas aleatoriamente foram analisadas

em um gel de agarose 1% para verificar a presengca de um fragmento
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de extensdo de superposicdo de aproximadamente 890 pares de
bases (pb).

[000254] As placas foram armazenadas a -20°C até o
processamento posterior dos fragmentos de PCR.

[000255] Os repertorios de pares codificadores de VH e Vi de nested
PCR foram agrupados sem mistura de pares de doadores diferentes e
foram purificados por eletroforese preparatoria em gel de agarose 1%.
A sequéncia codificadora da cadeia leve constante kappa humana foi
unida por extensdo de superposi¢ao a regido codificadora de V. dos
produtos de PCR agrupados dos pares codificadores de Vu e V. (figura
3). A sequéncia codificadora da cadeia leve constante kappa humana
foi amplificada a partir de um plasmideo que continha a sequéncia
codificadora de um anticorpo humano com uma cadeia leve kappa em
uma reagao que continha: Phusion Enzyme (2 U; Finnzymes), tampéo
1x Phusion, mistura de dNTP (200 uM cada), iniciador hKCforw-v2 e
iniciador Kappa3d’ (Tabela 5) e o plasmideo de modelo pLL138 (10
ng/uL) em um volume total de 50 pL. A reacdo foi submetida a
seguinte termociclagem: 25x(30 seg a 95°C, 30 seg a 55°C, 45 seg a
72°C), 10 min a 72°C. O fragmento de PCR resultante foi purificado
por eletroforese preparatoria em gel de agarose 1%.

[000256] Os fragmentos de PCR purificados agrupados de cada
repertério foram unidos ao fragmento de PCR amplificado e purificado
da regido que codifica a constante kappa humana (Apéndice 2) pela
seguinte jungaopor PCR com extensdo de superposi¢cao (volume total
de 50 pL) contendo: fragmento da regido que codifica a constante
kappa humana (1,4 ng/ uL), fragmento de PCR purificado agrupado
(1,4 ng/ pL), Phusion DNA Polymerase (0,5 U, Finnzymes) e FastStart
High Fidelity Enzyme Blend (0,2 U, Roche), tamp&o 1x FastStart
(Roche), mistura de dNTP (200 uM cada), iniciador mhKCrev e

conjunto de iniciadores mJH (veja Tabela 5). A reagao foi submetida a
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seguinte termociclagem: 2 min a 95°C, 25x(30 seg a 95°C, 30 seg a
55°C, 1 min a 72°C), 10 min a 72°C. O fragmento de PCR resultante
(aproximadamente 1070 pb) foi purificado por eletroforese preparatéria
em gel de agarose 1%.

Insercdo de pares codificadores cognatos de Vy e VL. em um vetor de

rastreamento

[000257] A fim de identificar os anticorpos com especificidade de
ligacdo a EGFR, as sequéncias codificadoras de V4 e VL obtidas foram
expressas como anticorpos de extensido completa. Isso envolveu a
insercado do repertério de pares codificadores de Vi e VL. em um vetor
de expressao e transfeccédo para uma célula hospedeira.

[000258] Um procedimento de clonagem em duas etapas foi
empregado para a geracdo de um repertorio de vetores de expressao
contendo os pares codificadores de Vu e V. ligados. Estatisticamente,
se o repertorio de vetores de expressado contiver dez vezes tantos
plasmideos recombinantes quanto o numero de produtos de PCR de
VH e VL cognatas pareadas usadas para a geracdo do repertério de
rastreamento, ha 99% de probabilidade de que todos os pares de
genes unicos sejam representados. Portanto, se 400 fragmentos por
extensao de superposicdo do gene V foram obtidos, um repertério de
pelo menos 4000 clones foi gerado para o rastreamento.

[000259] Resumidamente, o produto de PCR purificado dos
repertorios de pares codificadores de Vu e Vi, unidos a regiao
codificadora constante kappa humana, foi clivado com as DNA
endonucleases Xhol e Notl nos sitios de reconhecimento introduzidos
nas terminagdes dos produtos de PCR. Os fragmentos clivados e
purificados foram ligados ao vetor de expressédo de IgG de mamifero
digerido com Xhol /Notl, OO-VP-002 (figura 4) pelos procedimentos
de ligagado padronizados. A mistura de ligacao foi eletroporada em E.

coli e adicionada a placas 2xYT contendo o antibiético apropriado e
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incubada a 37°C por uma noite. O repertério amplificado de vetores foi
purificado das células recuperadas das placas usando métodos de
purificacdo de DNA padronizados (Qiagen). Os plasmideos foram
preparados pela insercao de fragmentos promotor-lider pela clivagem
usando as endonucleases Ascl e Nhel. Os sitios de restricdo para
essas enzimas estavam localizados entre os pares de genes
codificadores de Vx e VL. Depois da purificagdo do vetor, um fragmento
promotor-lider bidirecional de mamifero digerido com Ascl / Nhel foi
inserido nos sitios de restricdo de Ascl e Nhel por procedimentos de
ligacdo padronizados. O vetor ligado foi amplificado em E. coli e o
plasmideo foi purificado usando métodos padronizados. O repertério
gerado de vetores de rastreamento foi transformado em E. coli por
procedimentos convencionais. As coldnias obtidas foram consolidadas
em placas mestre de 384 pocos e armazenadas. O numero de
coldénias arranjadas excedeu o numero de produtos de PCR de
entrada em pelo menos 3 vezes, dando, portanto, 95% de
probabilidade da presengca de todos os pares de gene V Uunicos
obtidos.

Rastreamento por ligacdo para dominio extracelular de EGFR

[000260] Em geral, o rastreamento foi feito como um procedimento
em duas etapas. As bibliotecas de anticorpo foram rastreadas quanto
a reatividade a proteina EGFR recombinante com ELISA depois do
que FMAT (FLISA) foi usado como uma abordagem baseada em
célula, com a linhagem celular NR6WtEGFR, para a detecgao de
anticorpos para EGFR que se ligam a EGFR expresso na superficie
celular. Para as bibliotecas 101 e 108/109 (Tabela 2), ELISA foi
realizado com EGFR recombinante representando o dominio
extracelular de EGFR.

[000261] Resumidamente, para ELISA, placas Nunc maxisorb (cat.

No. 464718) foram revestidas com 1 ug/mL de proteina (produzida no
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laboratério), diluida em PBS a 4°C por uma noite. Antes do bloqueio
em 50 y de Leite-PBS-T 2%, as placas foram lavadas uma vez com
PBS + Tween 20 0,05 % (PBS-T). As placas foram lavadas uma vez
com PBS-T, 20 yL de Leite-PBS-T 2% e 5 pyL dos sobrenadantes dos
transfectantes FreeStyle CHO-S (veja abaixo) foram adicionados e
incubados por 1 2 hora em R.T, depois do que as placas foram
lavadas uma vez com PBS-T 20 uL por pog¢o. O anticorpo secundario
(HRP- IgG anti-humana de cabra, Jackson, cat no 109-035-097)
diluido 1:10000 em leite-PBS-T 2% foi adicionado para detectar os
anticorpos ligados aos pogos e incubado por 1 hora em temperatura
ambiente. As placas foram lavadas uma vez em PBS-T antes da adigéo
de 25 pL de substrato (Kem-en-tec Diagnostics, cat no 4390) que foi
incubado por 5 min 25 pL de &acido sulfurico 1M foram adicionados
depois da incubacdo para parar a reacdo. O sinal especifico foi
detectado em um leitor de ELISA a 450 nm.

[000262] Para a detecgao FMAT baseada em célula de anticorpos
anti-EGFR, células SKBR-3 (ATCC #HTB-30) ou NR6WtEGFR (Welsh
et al, 1991, J Cell Biol, 114, 3, 533-543) foram mantidas em meio de
crescimento como descrito. As células foram contadas e diluidas para
125.000 células/mL com o anticorpo anti-IgG humana (H-L) de cabra
conjugado com Alexa-647 (Molecular probes No. A21445, lote no.
34686A) diluido 1:40.000. Um total de 20 pL dessa suspenséao foi
transferido para placas Nunc de 384 pocos de fundo claro.
Subsequentemente, 10 pL do sobrenadante da transfeccdo foram
adicionados as células. O sinal de FMAT da reacéao foi medido depois
de 6 a 10 horas de incubac3o.

[000263] Os dados do rastreamento indicam que 221 (4,8%) do total
de clones foram positivos em ELISA. 93 (2,0%) desses clones também
foram positivos em FMAT. No total, 220 (4,8%) dos clones foram

positivos em FMAT e entre esses 27 (220-93) positivos somente para
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o antigeno de superficie celular. A biblioteca 111 foi rastreada de
modo similar, mas como o procedimento de imunizagao foi feito para
gerar anticorpos especificos para o mutante por delegédo do receptor
EGFRvVIII de EGFR, os rastreamentos por ELISA incluiram ensaios
para detectar ambos, EGFR e EGFRUVIII de tipo selvagem. Sete clones
foram identificados serem especificos para EGFRvIIl em ELISA e,
interessantemente, esses clones foram negativos na coloracdo de
células que expressam WEGFR em FMAT. 13 clones foram
identificados serem positivos para wtEGFR em FMAT e ELISA, mas
nao para EGFRVIIl, que eram unicos para essa biblioteca comparada
com as bibliotecas 101 e 108/109. Todos os clones positivos em
ELISA foram selecionados para analise posterior.

Analise de sequéncia e selecao de clones

[000264] Os clones identificados como especificos para EGFR em
ELISA foram recuperados das placas mestres originais (formato de
384 pocos) e consolidados em novas placas. O DNA foi isolado dos
clones e submetido ao sequenciamento do DNA dos genes V. As
sequéncias foram alinhadas e todos os clones unicos foram
selecionados. Alinhamentos multiplos das sequéncias obtidas revelou
a singularidade de cada clone em particular e permitiu a identificacéo
de anticorpos unicos. Depois da analise de sequéncia de 220 clones,
70 clusters de sequéncia de anticorpo geneticamente distinta foram
identificados. Cada cluster de sequéncias relacionadas provavelmente
foi derivado de hipermutagdes somaticas de um clone precursor
comum. No total, um a dois clones de cada cluster foi escolhido para a
validacao da sequéncia e especificidade. Sequéncias selecionadas de
sequéncias variaveis de anticorpo sdo mostradas no Apéndice 1. As
sequéncias de nucleotideos incluem sitios de restricio em ambas as
terminacdes. Consequentemente, as sequéncias de aminoacidos

traduzidas correspondentes (usando a terceira fase de leitura da
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sequéncia de DNA) incluem na terminagdo N, dois aminoacidos que
nao formam parte das sequencias de VH e VL de acordo com a
definicdo IMGT (Lefranc Et al (2003) IMGT unique numbering for
immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig
superfamily V-like domains. Dev. Comp Immunol 27, 55-77). As
sequéncias de VL mostradas incluem todas a mesma regiao
Constante Kappa humana, que comeg¢a com os aminoacidos — TVAAP
— e termina na terminacdo C com — NRGEC. Para os propésitos da
presente invengao, a expressao sequéncia de VL quando se referir a um
anticorpo especifico exclui a regido Constante Kappa e os dois
aminoacidos N terminais (LA-). A expressao sequéncia de VH quando se
referir @ um anticorpo especifico exclui os dois aminoacidos N
terminais (RA-).
Validacdo da sequéncia e especificidade

[000265] A fim de validar os clones que codificam o anticorpo, o
plasmideo de DNA foi preparado e a transfeccao de células FreeStyle
CHO-S (Invitrogen) em escala de 2 mL foi realizada para expressao. O
sobrenadante foi coletado 96 horas depois da transfec¢do. Os niveis
de expressao foram avaliados com ELISA anti-lgG padronizado e a
especificidade foi determinada por ELISA especifico para EGFR e
EGFRUVIIl. 85% dos clones foram mostrados ter a especificidade e a
sequéncia corretas.

Rastreamento para efeitos antiproliferativos

[000266] O dano celular resultara inevitavelmente na perda da
habilidade da célula em manter e fornecer energia para a funcéo
metabadlica da célula e o crescimento. Ensaios de atividade metabdlica
sao baseados nessa premissa. Geralmente, eles medem a atividade
mitocondrial. O Reagente de Proliferacdo Celular WST-1 (Roche, No.
Cat. 11 644 807 001) € um substrato pronto para uso que mede a

atividade metabdlica de células viaveis. Portanto, € presumido que a
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atividade metabdlica se correlacione com o numero de ceélulas viaveis.
Nesse exemplo, o ensaio com WST-1 foi usado para medir 0 numero
de células metabolicamente ativas depois do tratamento com
sobrenadantes de cultura celular que contém anticorpos anti-EGFR
diferentes.

[000267] Antes de realizar o ensaio com WST-1, volumes diferentes
de sobrenadantes com 2 mL (0, 10, 25, 50 e 150 pL) foram
transferidos para pocos apropriados em uma placa de 96 pocos.
Células HN5 foram lavadas com 1xPBS e separadas pela
tripsinizagdo com 3 mL de solucao de tripsina. 17 mL de meio
completo foram adicionados e as células foram centrifugadas a 300
xg (1200 rcf) por 5 min O sobrenadante foi removido e as células
ressuspensas em DMEM + FBS 0,5%. As células foram contadas e
sua concentracdo ajustada e 1500 células foram adicionadas aos
pocos com sobrenadantes, tal que cada poco continha 200 pL de
meio no total. As placas foram incubadas por 4 dias em uma
incubadora umidificada a 37°C, Depois, 20 pyL de reagente WST-1 foi
adicionado por poco e as placas incubadas por uma hora a 37°C. As
placas foram entdo transferidas para um agitador orbital de placa e
deixadas por mais uma hora. A absorbancia foi medida a 450 e 620
nm (comprimento de onda de referéncia) em um leitor de ELISA. A
diferenga nos niveis de células metabolicamente ativas (MAC) foi
calculada como um percentual dos sobrenadantes de controle como

Se segue:

(ODexp.— ODmeio)

OGMAC = \1 - | 100

(ODn&o trat. - ODmeio)
[000268] Esses valores foram usados entdo como a base para a
analise hierarquica supervisionada de cluster (agrupados com base na
reatividade em ELISA) realizada usando o programa gratuito Cluster e

TreeView.
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[000269] E preferivel ser capaz de rastrear anticorpos funcionais em
um estagio precoce no processo de selecdo de anticorpo. Os
sobrenadantes da cultura de 83 transfec¢cdes de 2 mL foram usados
para rastrear funcdes inibitérias do crescimento em um ensaio de
proliferagcdo usando células HN5 em FBS 0,5%. Os resultados foram
visualizados pela analise hierarquica simples de cluster. Como pode
ser visto na analise de cluster (figura 5), varios sobrenadantes foram
encontrados diminuir o numero de ceélulas HNS metabolicamente
ativas (cinza escuro) em uma maneira dependente da concentragéo
(Cluster 2). Similarmente, alguns sobrenadantes aumentaram o
numero de células HNS metabolicamente ativas (cinza claro) em uma
maneira dependente da concentracdo (Clusters 1, 3 e 4). Uma
observacao interessante foi de que os sobrenadantes, que diminuiram
o numero de células HNS metabolicamente ativas, tinham reatividade
2 (setas pretas) enquanto que os sobrenadantes que aumentaram o
numero de células HN5 metabolicamente ativas tiveram reatividade 1
(setas cinza). Os sobrenadantes com reatividade 2 foram positivos em
ambos os ELISAs para wWtEGFR e EGFRVIIl, enquanto que os
sobrenadantes com reatividade 1 tinham reatividade apenas frente a
WtEGFR, Portanto, tais analises podem fornecer relacionamentos
entre a reatividade do anticorpo em ELISA e a funcionalidade em
ensaios celulares.

Reparo do clone

[000270] Quando se usa a abordagem de PCR multiplex, certo grau
de ativacdo cruzada (“") de familia intra e inter-gene-V é esperado
devido a degeneragao do iniciador e o alto grau de homologia. A
ativacao cruzada introduz aminoacidos que nao ocorrem naturalmente
na estrutura da imunoglobulina com varias consequéncias em
potencial, por exemplo, alteragdes estruturais e imunogenicidade

aumentada, todas resultando em uma atividade terapéutica diminuida.
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[000271] A fim de eliminar essas desvantagens e garantir que os
clones selecionados espelhem a resposta imune humoral natural, tais
mutagdes por ativagdo cruzada foram corrigidas em um processo
chamado de reparo de clone.

[000272] Na primeira etapa do procedimento de reparo de clone, a
sequéncia VH foi amplificada por PCR com um conjunto de iniciadores
contendo a sequéncia correspondente a do gene de Vn do clone de
interesse que o originou, corrigindo dessa maneira quaisquer
mutacdes introduzidas por ativagcédo cruzada. O fragmento de PCR foi
digerido com Xhol e Ascl e ligado de novo no vetor de expressao de
mamifero digerido com Xhol / Ascl (figura 4), usando procedimentos
de ligagdo convencionais. O vetor ligado foi amplificado em E. coli e o
plasmideo foi purificado por métodos padronizados. A sequéncia de VH
foi sequenciada para verificar a correcdo e o vetor foi digerido com
Nhel/Notl para prepara-lo para a insergcao na cadeia leve.

[000273] Na segunda etapa, a cadeia leve completa foi amplificada
por PCR com um conjunto de iniciadores contendo a sequéncia
correspondente a do gene de Vx do clone de interesse que o originou,
corrigindo dessa maneira quaisquer mutagdes introduzidas por
ativagao cruzada. O fragmento de PCR foi digerido com Nhel / Notl e
ligado no vetor que contém Vy preparado acima. O produto de ligacéo
foi amplificado em E. coli e o plasmideo foi purificado por métodos
padronizados. Subsequentemente, a cadeia leve foi sequenciada para
verificar a correcgao.

[000274] No caso onde a regido constante Kappa de um clone
selecionado contém mutacdes, introduzidas durante a amplificagao
dos genes, ela é substituida por uma regido constante ndo mutada.
Isso € feito em uma PCR superposta onde o gene de V. reparado
(amplificado sem a regido constante) foi fundido a uma regido

constante com a sequéncia correta (obtida em uma PCR separada). A
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sequéncia completa é amplificada e clonada no vetor que contém Vn
como descrito acima e a cadeia leve reparada € sequenciada para

verificar a correcgao.
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Tabela 2 Esquemas de imunizagdo usados para gerar o material de partida para a clonagem anti-EGFR

Esquema, Grupo de | Linhagem Injecédo 1 Injegéo 2 Injegédo 3 Injecéo 4 Término
camundongo
101 Balb/c Dia 1 Dia 35 Dia 56 Dia 70 Dia 73
25 pg rhEGFR (R&D | 25 Hg rhGH-EGFR | 25 Hg rhEGFR* | 25 ug rhEGFR* (Symphogen)
systems 1095-ER) (Symphogen) (Symphogen) IFAs.c
CFAs.c. IFAs.c IFAs.c
108 Balb/c Dia 1 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 59
1x107 células HN5 25 ug rhEGFR* | 1x107 células HN5 IFA | 25 ug rhEGFR*, (Symphogen)
CFAi.p. (Symphogen) IFA s.c. i.p. IFA s.c.
109 Balb/c Dia 1 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 59
1x107 células HN5 25 Mg rhEGFR* | 1x107 células HN5 IFA | 25 pg rhEGFR* (Symphogen)
CFAi.p. (Symphogen) i.p. PBS i.v.
IFA s.c.
111 Balb/c Dia 1 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 59
25 Ve} rhEGFR* | 25 ug rhEGFR+ | 25 ug rhEGFR+ | 25 ug rhEGFR+ rhEGFRvIII**
(Symphogen) rhEGFRvIII** rhEGFRuvIII** (Symphogen)
CFAs.c. (Symphogen) (Symphogen) IFA s.c.
IFA s.c. IFA s.c.
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Tabela 2 -continuagdo-

Esquema, Grupo de | Linhagem Injecéo 1 Injegao 2 Injecéo 3 Injecao 4 Término
camundongo
118 Balb/c Dia 1 Dia 29 Dia 44 Dia 58 Dia 61
1x107 células HN5 100 pg rhGH-EGFR | 1x107 células HN5 25 g rhEGFR, (Sigma
CFAi.p. (Symphogen) IFAi.p. E3641)
IFA s.c. IFA s.c.
119 C57B Dia 1 Dia 29 Dia 44 Dia 58 Dia 61
1x107 células HN5 100 pg rhGH-EGFR | 1x107 células HN5 25 g rhEGFR, (Sigma
CFAi.p. (Symphogen) IFAi.p. E3641)
IFA s.c. IFA s.c.
Tabela 3 Mistura de iniciador de RT-PCR multiplex com extensao de superposicao
Nome do iniciador | Conc (nM) | Sequéncia SEQID
mHCrev1 0,2 GACSGATGGGCCCTTGGTGG 1
mKappar1 0,2 GCTGTAGGTGCTGTCTTTGC 2
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Tabela 3 -continuagao-

Nome do iniciador | Conc (nM) | Sequéncia SEQID
mVH set

mVH A 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTCCARCTGCARCAGYCTG 3
mVH B 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCGARGTGMAGCTKGTKGAGTC 4
mVH C 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTGCAGCTKMAGGAGTC 5
mVH 8 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCCAGGTTACTCTGAAAGAGTC 6
mVH 9 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCCAGATCCAGTTGGTGCAGTCTG 7
mVK set

mVK D 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGAYATCCAGATGACHCARWCT |8
mVK E 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCRACATTGTGMTGACHCAGTC 9
mVK F 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCSAMATTGTKCTSACCCARTCTC |10
mVK 1-2 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGATRTTGTGATGACBCARRCT 11

W=A/T, R=A/G, S=G/C, Y=C/T, K=G/T, M=A/C, H=ACT, B=GCT, Conc. — concentragéo final.
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Tabela 4 Conjunto de iniciadores de nested PCR

Nome do iniciador Cone Sequéncia SEQID
(nM)
mHCrev1-ext 0,2 GGACAGGGMTCCAKAGTTCCADKT 16
hmJK set
hmJK1-v2 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTGATTTCCAGCTTGGTG 17
hmJK2-v2 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTATTTCCAGCTTGGTC 18
hmJK4-v2 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTATTTCCAACTTTGTC 19
hmJK5-v2 0,2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTC 20
K=G/T, M=A/C,D=AGT; Conc. — concentragdo final.
Tabela 5 Conjunto de iniciadores de jun¢ao da constante Kappa
Iniciador Conc. (nM) | Sequéncia SEQID
Amplificacao da constante kappa humana
hKCforw-v2 0,2 GAACTGTGGCTGCACCATCTGTC 21
Kappa3' 0,2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTAACACTCTCCCCTGTTG 22
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Tabela 5 -continuagdo-

Iniciador Cone. Sequéncia SEQIb
(nM)

Juncgaopor extensao de superposi¢cao

mhKCrev 0,2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT | 23

mJH set

mJH1 0,2 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACCGTGGTCCC 12

mJH2 0,2 GGAGGCGCTCGAGACTGTGAGAGTGGTGCC 13

mJH3 0,2 GGAGGCGCTCGAGACAGTGACCAGAGTCCC 14

mJH4 0,2 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACTGAGGTTCC 15
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Exemplo 2: Produg¢ao de anticorpos anti-EGFR de mamifero
[000275] O sistema de expressédo FreeStyle MAX CHO (Invitrogen)
foi usado para a expressao transitoria de anticorpos anti-EGFR. Os
anticorpos foram expressos em um volume de 200 a 2000 mL.
[000276] Aproximadamente 24 horas antes da transfeccdo, as
células CHO-S foram passadas para atingir uma concentragéo celular
de 0,5 x 10° células/mL. O plasmideo (12,5 pug por mL de meio de
cultura celular) foi diluido em meio sem soro OptiPro e misturado com
uma solucdo de reagente FreeStyle MAX Transfection como
recomendado pelo fornecedor. Os reagentes de transfeccdo foram
transferidos para a cultura celular e o sobrenadante foi coletado 6 dias
mais tarde.
[000277] Os anticorpos expressos foram purificados a partir do
sobrenadante da cultura usando uma etapa de cromatografia de
afinidade empregando uma coluna de Proteina A-Sefarose (MabSelect
Sure, GE Health Care) para purificacdo de moléculas de IgG1. Os
anticorpos foram eluidos da coluna usando 0, 1M Glicina, 2,7. As fragdes
contendo os anticorpos, determinadas pelas medidas de absorbancia a
280 nm, foram agrupadas e dialisadas contra acetato de sédio 5 mM,
NaCl 150 mM, pH 5. As amostras de anticorpo purificado foram
testadas quanto a presenca de endotoxina pelo ensaio LAL.
Exemplo 3: Determinacao de especificidades de epitopo

ELISA de competicdo com anticorpos de referéncia
[000278] Com o uso de anticorpos de referéncia para conhecer
dominios de EGFR como publicado em (J.R.Cochran et. al., JIM 2004
287: 147-158), foi desenvolvido um ELISA de competi¢cdo, que poderia
distinguir entre os epitopos de ligacdo de anticorpos anti-EGFR pela
incubacdo com um reagente secundario que fosse especifico para a
regido Fc humana de anticorpos anti-EGFR e que nao exibisse

reatividade cruzada com Fc de IgG de camundongo ou rato. O ELISA foi

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 111/229



103/210

adaptado a partir das descricdes publicadas em Ditzel et al., 1995, The
Journal of Immunology, Vol 154 Issue 2 893-906.
[000279] Um ELISA de bloqueio de epitopo foi realizado pela diluicdo
de antigeno para receptor de EGFR de extensdo completa até 0,5
Mg/mL em PBS; e revestindo com 50 pl/pogo de ELISA por uma noite a
4°C. Na manha seguinte, os pogcos foram lavados duas vezes com
PBS-T e bloqueados por uma hora com PBS-T-BSA 1% em
temperatura ambiente seguido pela lavagem duas vezes em PBS-T.
Depois, 25 uyl de mAbs de referéncia de murino ou rato foram
adicionados a pocos de ELISA independentes em uma diluicao
conhecida de experimentos anteriores para fornecer 200 vezes a
ligagdo maxima ao antigeno. Depois de 15 min, 25 yl de anticorpos
anti-EGFR foram adicionados em uma concentragdo de 2 ug/mL aos
pocos pré-incubados com anticorpos de referéncia ou pogos contendo
25 yl de PBS. Isso deu uma concentracédo final de 1 pg/mL de
anticorpo anti-EGFR e 100 vezes a ligacdo maxima ao antigeno de
anticorpos de referéncia depois da mistura. Os anticorpos foram
incubados por 45 min em temperatura, depois do que os pocos foram
lavados quatro vezes com PBS-T. Um conjugado secundario anti-lgG
humana de cabra-HRP foi diluido 1:3000 e 50 ul foram adicionados a
cada poc¢o seguido por 30 min de incubagcdo em temperatura
ambiente. Finalmente, os pocos foram lavados quatro vezes com PBS-
T e as placas foram desenvolvidas pela adigdo de 50 pl/pogo de TMB
e lidas a 620 nm a cada 5-15-30 min O grau de inibi¢ao foi calculado a
partir da formula: % de inibicdo = (1-(OD competicdo/OD sem
competicao (PBS))) x 100.
[000280] Reagentes de ELISA:

1) Tampé&o de revestimento: 1 x PBS; Gibco cat:20012-019

2) Antigenos: EGFR de tipo selvagem de extensdo

completa purificado de células A431; Sigma E3641
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3) Placa de ELISA: NUNC Maxisorp; cat: 442404
4) Tampao de bloqueio/diluicdo: BSA 1% em PBS-T (PBS-
T-BSA 1%)
5) Tampao de lavagem: 1 x PBS/Tween 20 0,05% (PBS-T)
6) Controle positivo: Erbitux (Merck KGaA, 64271
Darmstadt, Germany, Catalogo #: 018964; Cetuximab), Vectibix
(Amgen Inc, One Amgen Center Drive, Thousand Oaks CA 91320-
1799, USA, Cat # 3241400; Panitumumab)
7) Anticorpos de referéncia:
e |CR10 (rato), Abcam, Ab231
199,12 (murino), Lab Vision Ab-11, MS-396-PABX
e EGFR.1 (murino), Lab Vision Ab-3, MS-311-PABX
e H11 (murino), Lab Vision Ab-5, MS-316-PABX
e B1D8 (murino), Lab Vision Ab-16, MS-666-PABX
e 111,6 (murino), Lab Vision Ab-10, MS-378-PABX
e 225 (murino), Lab Vision Ab-2, MS-269-PABX
e 528 (murino), Lab Vision Ab-1, MS-268-PABX
8) Conjugado anti-IgG humana de cabra-HRP; Serotec, Star

106P

9) TMB Plus; KemEnTec, cat# 4390L

10) H2SO4 1M
[000281] O resultado do ELISA de competicdo € mostrado na figura
6. Ensaios ELISA de competicdo foram empregados para classificar
sobrenadantes de anticorpo anti-EGFR de acordo com a
especificidade do dominio dos anticorpos de referéncia usados
surgidos contra o dominio extracelular de EGFR, Valores de inibicao
entre 50 a 100% foram tomados como uma indicacdo de competicao
significativa entre pares de anticorpo que se ligam a epitopos
superpostos ou epitopos em intima proximidade sobre o antigeno,

enquanto que valores de inibicdo abaixo de 50% indicaram que os
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epitopos reconhecidos pelos pares de anticorpos ndo estavam em
intima proximidade, resultando em impedimento estérico diminuido .
Os anticorpos anti-EGFR foram verificados se ligar a uma variedade
de epitopos sobre o ECD de EGFR incluindo o dominio I, Il e lll. Para
alguns anticorpos, essa analise pode n&o distinguir se o mADb
especifico foi direcionado contra o dominio | ou dominio Il. Tais
especificidades foram marcadas como dominio I/ll. Alguns anticorpos
adicionais pareceram ligar epitopos unicos que nao puderam ser
deduzidos posteriormente no ELISA de competicdo empregado (Por
exemplo, clones 1229 & 1320, figura 6). E possivel que alguns desses
anticorpos sejam direcionados contra o dominio IV para o qual nés ndo
temos qualquer referéncia de reatividades de anticorpo.
Interessantemente, anticorpos para o dominio [l podem
adicionalmente ser divididos em quatro subgrupos baseado nos
padroes de competicdo diferentes obtidos com os anticorpos de
referéncia de murino testados contra esse dominio. O Grupo |
consistiu apenas do mAb 992 que foi verificado competir pela ligagéo
com os anticorpos de referéncia Ab1 & Ab2. O grupo Il consistiu em
mAbs 1024 e 1042, que eram ambos derivados do mesmo rearranjo de
lg e, consequentemente, mostraram homologia de sequéncia muito
proxima a nivel de DNA e aminoacidos. Esses dois anticorpos foram
verificados competir apenas pela ligagdo com Ab2. O grupo Il consistiu
em mAbs 1030, 1208 & 1227, que competiram pela ligagdo com os
anticorpos de referéncia Ab1, Ab5 & Ab10, Finalmente, o grupo IV
consistiu em mAb 1254, que competiu pela ligacdo com todos os
anticorpos de referéncia usados para o dominio Il Ab1, Ab2, Ab5 &
Ab10.

Analise de competicdo para epitopos distintos com
anticorpos de referéncia ou da mesma espécie usando a tecnologia da

ressonéncia de plasma de superficie
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[000282] A analise SPR foi realizada em uma maquina Biacore 3000
contendo quatro fluxos celulares. Um chip CM5 da Biacore foi
conjugado com 10.000 unidades de Ressonancia (Ru) de anticorpo
policlonal anti-His aos fluxos celulares 1 a 4 de acordo com as
instrucdes do fabricante. Usando uma taxa de fluxo de 5 yL/min, 15 uL
de 6xHis EGFR ECD em uma concentracdo de 20 ug/mL foram
injetados e capturados em todos os quatro fluxos celulares aos quais o
anticorpo policlonal anti-His tinha sido conjugado. Imediatamente
depois da injecdo do antigeno, a ligacdo maxima do mAb anti-EGFR
sem competicao foi estabelecida em cada fluxo celular durante uma
corrida de referéncia. Resumidamente, 5 pyL de anticorpo em uma
concentragao de 40 ug/mL, foram injetados sobre todas as células do
fluxo com EGFR capturado seguido pela extragdo do complexo
anticorpo/ antigeno com uma lavagem em pH baixo acido (10 seg, de
tempo de contato com Glicina-HCI 10 mM, pH 2). Depois da
determinagéo da ligagdo maxima do anticorpo anti-EGFR a cada fluxo
celular, um corrida de competicao foi realizada durante 0 mesmo ciclo
Biacore,. Os fluxos celulares foram saturados primeiro com antigeno
de ECD de EGFR pela injecdo de diferentes anticorpos de referéncia
ou de anticorpos anti-EGFR em fluxos celulares separados usando o
mesmo antigeno das condi¢cdes de saturacido delineadas acima. Essa
etapa foi imediatamente seguida por uma segunda injecdo de
anticorpo anti-EGFR sobre o fluxo celular saturado com antigeno de
EGFR e o anticorpo de competicdo para minimizar a dissociagao ou do
antigeno ou do anticorpo de bloqueio. Depois, os complexos
anticorpo/antigeno fora extraidos com uma lavagem em pH baixo
acido (10 seg, de tempo de contato com Glicina-HCI 10 mM, pH 2) e o
ciclo completo que comegou com a corrida de referéncia foi repetido
com um novo anticorpo anti-EGFR. O grau de inibigcdo dos anticorpos

anti-EGFR testados foi determinado pela comparacado do valor de Ru
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Max do anticorpo anti-EGFR individual antes e depois da competicéo
pela introducdo de pontos reporteres registrados dois segundos antes
e depois da injecao de cada amostra. Um exemplo de um ciclo Biacore

€ mostrado na figura 7.

Reagentes:

1. chip CMS5; Biacore, Cat. No. BR-1000-14

2. NHS; Biacore BR-1000-50

3. EDC; Biacore BR-1000-50

4. Tampao acetato 10mM pH 4.5; Biacore, Cat. No. BR-
1003-50

5. AnticorpoTetra-His (sem BSA); Qiagen, Cat. No. 34670

Etanolamina, 1,0M pH 8.5; Biacore BR-1000-50

7. Tampao de corrida 10 x HBS-EP: HEPES 0,01 M pH
7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, Tensoativo P20 0,005% v/v

8. Antigeno: Dominio extracelular de EGFR recombinante
humano produzido em laboratério com 6xHis.

9. 10 mM Glicina HCI pH 2.0

10. Anticorpos de referéncia:

e |CR10 (rato), Abcam, Ab231

e 199,12 (murino), Lab Vision Ab-11, MS-396-PABX

e EGFR.1 (murino), Lab Vision Ab-3, MS-311-PABX

e H11 (murino), Lab Vision Ab-5, MS-316-PABX

e B1D8 (murino), Lab Vision Ab-16, MS-666-PABX

e 111,6 (murino), Lab Vision Ab-10, MS-378-PABX

e 225 (murino), Lab Vision Ab-2, MS-269-PABX

e 528 (murino), Lab Vision Ab-1, MS-268-PABX
[000283] Para confirmar a analise do epitopo obtido no ELISA de
competicdo e para realizar uma analise posterior do epitopo pela
competicdo entre espécies iguais de pares de anticorpo anti-EGFR,

um ensaio de competi¢cdo baseado na ligagao do anticorpo medida em
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tempo real pela ressonancia de plasma de superficie foi estabelecido.
O mapa de epitopo obtido dos clones anti-EGFR testados contra o
painel de anticorpos de referéncia € mostrado na figura 8 abaixo. Os
valores de inibicdo entre 50 a 100% foram tomados como uma
indicagao de competicdo significativa entre pares de anticorpo que se
ligam a epitopos superpostos ou epitopos em intima proximidade
sobre o antigeno, enquanto que valores de inibicdo abaixo de 50%
indicaram que os epitopos reconhecidos pelos pares de anticorpo nao
estavam em intima proximidade resultando em impedimento estérico
diminuido. Valores de inibicdo abaixo de 25% nao foram incluidos na
anadlise de epitopos superpostos, por que eles foram julgados
representar inibicdo nao significativa. Todos os anticorpos testados,
exceto 1320, foram encontrados competir com um ou mais dos
anticorpos de referéncia empregados, indicando que 1320 era
direcionado contra um epitopo desconhecido para o qual ndés nao
temos qualquer referéncia de reatividades de anticorpo. Os anticorpos
totalmente humanizados ou humanizados Vectibix e Erbitux foram
incluidos na analise e foram encontrados se ligar a epitopos
superpostos. Os dados obtidos de ambas as analises ELISA
competitivo e SPR competitiva, geralmente, se correlacionaram bem
com relagdo a especificidade de dominio estabelecida dos anticorpos
anti-EGFR. Entretanto, diferencas discretas no padrao de competicao
entre anticorpos de referéncia individuais foram observadas algumas
vezes nos dois ensaios, talvez devido ao fato de que o ensaio ELISA
de competicdo empregou o antigeno para o receptor de EGFR de
extensao completa enquanto que o ensaio SPR competitivo usou o
dominio extracelular recombinante de EGFR.

[000284] Depois que o mapeamento de epitopo de anticorpos anti-
EGFR foi confirmado em dois ensaios de competicdo diferentes, a

analise de competicdo de combinacdes da mesma espécie de pares

Peti¢&io 870220048172, de 01/06/2022, pag. 117/229



109/210

de anticorpos anti-EGFR foi investigada para resolver quais pares de
anticorpos estavam reconhecendo epitopos distintos e se os pares de
anticorpo que reconhecem epitopos superpostos podiam ser divididos
em clusters de epitopos. O resultado desta analise € mostrado na
figura 9. Novamente nessa analise, valores de inibicdo entre 50 a
100% foram tomados como indicagao de competigao significativa entre
pares de anticorpos que se ligam a epitopos superpostos. Esse critério
pareceu valido, ja que os anticorpos testados contra eles mesmos e,
consequentemente, que reconhecem epitopos superpostos completos
resultaram em valores entre 70% a 100% de inibicdo como mostrado
na figura 9. Adicionalmente, esta observacdo ilustrou que a
dissociagao tanto do antigeno quanto de pares de anticorpo dentro do
prazo da analise nido pareceu ter um impacto sobre o resultado do
experimento para os anticorpos testados. Pelo agrupamento de
anticorpos de acordo com a especificidade presumida pelo dominio
ECD de EGFR determinada em secdes anteriores, os anticorpos que
se ligam exclusivamente ao dominio | ou tanto ao dominio | quanto Il
(I/l) foram encontrados se agrupar principalmente com anticorpos
membros com a mesma especificidade e nao com anticorpos
membros que reconhecem o dominio lll. lgualmente, os anticorpos
para o dominio lll foram encontrados competir pela ligagédo apenas
com anticorpos membros que reconhecem o dominio Ill e ndo com
anticorpos que reconhecem os dominio | ou I/ll de EGFR. Embora os
dois anticorpos para do dominio Ill, 1024 & 1042, derivados do mesmo
rearranjo de Ig tenham sido encontrados reconhecer epitopos
superpostos, combinagdes de matrizes tanto de 1024 quanto de 1042
com 992 ou 1030 ndo foram encontradas resultar em competicdo
significativa. Consequentemente, foi concluido que os anticorpos 992,
1030 & 1024/1042 reconheceram trés epitopos ndo superpostos sobre
o dominio Il de ECD de EGFR. Finalmente, o mAb 1320 foi
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encontrado competir pela ligagdo com os mAbs 1024 e 1049, ambos
direcionados contra o dominio Il e com nenhum dos outros anticorpos
testados para o dominio Il (a competicdo de 1320 com 1042 néo foi
determinada). Consequentemente, foi presumido que o mAb 1320
estava ligado na periferia do dominio Ill sobre o dominio extracelular
de EGFR. Um resumo das especificidades dos epitopos pode ser visto
na figura 10, onde os mapas de epitopos de anticorpos direcionados
contra o dominio I, I/ll ou Ill de ECD de EGFR estdo ilustrados.

[000285] Depois do achado de que as combinacdes de matrizes de
992, 1030 & 1024/1042 nao resultavam em competicdo de anticorpo
significativa como determinado por SPR, novos experimentos Biacore
foram realizados para examinar quantos anticorpos poderiam se ligar
simultaneamente ao antigeno receptor. Foi investigado primeiro qual o
impacto que a saturagdo do Dominio Ill com os trés anticorpos 992,
1024 e 1030 teve sobre a ligagao de anticorpos direcionados contra
outras especificidades de EGFRR que ndo eram do dominio Ill. O
resultado dessa analise € mostrado na figura 11A. As inibicbes de
anticorpos unicos foram estabelecidas testando-os em combinagbes
tanto com anticorpos isolados quanto com misturas de anticorpo de
até trés anticorpos geradas pela adigao sequencial de um anticorpo
extra durante cada ciclo de Biacore. Para assegurar o bloqueio
completo do epitopo reconhecido, os anticorpos foram testados em
concentragdes individuais de 40 ug/mL. Como mostrado na figura 11A,
os trés anticorpos para o dominio Ill, 992, 1024 e 1030, foram
encontrados se ligar simultaneamente ao receptor sem qualquer
inibicdo da ligagdo. Os valores negativos de inibicdo observados
aumentaram para cada anticorpo  adicionado, sugerindo
adicionalmente uma sinergia na ligacdo para o proximo anticorpo
adicionado. Importante: uma vez que o dominio lll foi incubado com os

trés anticorpos, outros anticorpos direcionados contra epitopos néao
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superpostos sobre o dominio I/ll (mAb 1261), dominio | (1347) ou uma
especificidade desconhecida (1361) pareceram estar se ligando sem
bloqueio do epitopo a partir da mistura dos trés mAb. Adicionalmente,
esses anticorpos testados tiveram pequenos valores de inibigao
negativa indicando que eles estavam se ligando melhor depois da
saturacdo com a mistura de trés mAb. Consequentemente, esse
experimento sugeriu que o0s seis anticorpos testados poderiam se ligar
ao ECD de EGFR simultaneamente. Para testar adicionalmente esse
fendmeno observado, uma mistura de anticorpo que consiste em todos
os anticorpos testados (1261, 1347, 992, 1024, 1030 e 1361) foi feita e
mistura. As misturas de anticorpo, onde o anticorpo da amostra
testada ndo tinha sido incluido, também foram testadas para servir
como um controle positivo. Como apresentada na figura 11B/C, todos
os seis anticorpos testados foram verificados serem inibidos entre 80 a
116% quando testados para a ligagdo ao receptor de EGF incubado
com a mistura completa de anticorpos. Entretanto, quando amostras
individuais de anticorpo foram removidas dessa mistura, nenhuma
inibigdo significativa da amostra de anticorpo em particular foi
observada, ilustrando que os anticorpos na mistura eram bloqueados
quanto a ligagao ao receptor de EGF apenas por eles mesmos. Esse
experimento ilustra claramente que pelo menos seis anticorpos que
reconhecem epitopos nao superpostos podem se ligar a EGFR
simultaneamente. Como um experimento final, foi investigado se
outros anticorpos direcionados contra o dominio | (1284), I/l (1257) ou
cluster de especificidade desconhecida (1183, 1255) poderiam se ligar
a EGFR, quando isso foi incubado com a mistura de seis anticorpos.
Como apresentado na figura 11D, nenhum dos anticorpos testados
foram capazes de se ligar significativamente a EGFR depois da

incubacéo prévia com a mistura de seis anticorpos. Isso pode ser por
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que a colecao de anticorpos nao inclui anticorpos contra qualquer um
dos sitios deixados desocupados pelos seis anticorpos ligados.
Alternativamente, é possivel que de fato todos os sitios sobre os
dominios testados estivessem bloqueados com o anticorpo.

Tabela 6 Anticorpos comercialmente disponiveis com especificidades

documentadas contra dominios extracelulares de EGFR

Clone Espécie Dominio | | Dominio Il Dominio Il
ICR10 Rato X

199,12 / Ab11 Camundongo | X

EGFR.1/ Ab3 Camundongo X

H11 / Ab5 Camundongo X

111,6 / Ab10 Camundongo X

528 / Ab-1 Camundongo X

225/ Ab-2 Camundongo X

Exemplo 4: Inibicdo da ativagdo de EGFR

Determinagcdo do bloqueio mediado por anticorpo da
ligacdo do ligante EGF ao receptor EGFR por ELISA competitivo
[000286] Para verificar que os anticorpos anti-EGFR testados se
ligam ao receptor EGFR e simultaneamente bloqueiam a ligagdo do
ligante EGF biotinilado, pogos de ELISA foram revestidos com 80
uL/poco de EGFR de extensdo completa em uma concentracéo de 0,5
Mg/mL em PBS por uma noite a 4°C. Na manh& seguinte, os pogos
foram lavados duas vezes com PBS-T e bloqueados por uma hora
com 150 yL de PBS-T-BSA 1% em temperatura ambiente, seguido
pela lavagem duas vezes em PBS-T. Depois, 80 uL de anticorpos anti-
EGFR diluidos em série e anticorpos de controle foram adicionados
aos pocgos e incubados por 30 min em temperatura ambiente. Depois
da incubacéo do anticorpo, 20 pL de ligante EGF biotinilado em uma
concentracdo de 0,5 pg/mL foram adicionados a todos 0s pogos
contendo diluicdes de anticorpo anti-EGFR ou a pogos contendo

apenas PBS-T-BSA 1% e incubados em temperatura ambiente por 1
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hora. Subsequentemente, os pocos foram lavados cinco vezes com
PBS-T, seguido pela incubacdo com 100 pL/pogo de reagente
secundario Estreptavidina-HRP diluido 1:1000 em tamp&o de bloqueio
e incubagdo em temperatura ambiente por 30 min Finalmente, os
pocos foram lavados cinco vezes com PBS-T e as placas foram
desenvolvidas pela adicdo de 100 ulL/pogo de substrato TMB e
incubadas por 60 min Depois da incubacao, a reacao foi paralisada
pela adicao de H.SO4 1M, 100 pL/pogo e as placas foram lidas em OD
450 nm.

Reagentes de ELISA:

1) Tampé&o de revestimento: 1 x PBS; Gibco cat:20012-019

2) Antigenos: EGFR de tipo selvagem de extensdo

completa purificado de células A431; Sigma E2645

3) Placa de ELISA: NUNC Maxisorp; cat: 442404

4) Tampéao de bloqueio/diluicdo: BSA 1% em PBS-T (PBS-
T-BSA 1%)

5) Tampéao de lavagem: 1 x PBS/Tween 20 0,05% (PBS-T)

6) Controle positivo: Erbitux, Vectibix

7) Controle negativo: Synagis (Medimmune Inc.
Palivizumab, cat # NDC 60574-4111-1)

8) Ligante de EGF biotinilado; Invitrogen, cat. E3477

9) Estreptavidina-HRP, ultra-sensivel: Sigma S 2438

10) TMB Plus; KemEnTec, cat# 4390L

11) H2SO4 1M
[000287] Os ensaios ELISA de competicdo foram empregados para
classificar a habilidade dos anticorpos anti-EGFR de inibir a ligagdo do
ligante EGF biotinilado ao receptor EGFR de extensdo completa
revestido para pocos de ELISA. Como apresentado na figura 12,
ambos, Erbitux e Vectibix, pareceram bloquear com muita potencia a

ligacdo do ligante EGF enquanto que o anticorpo de controle negativo
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Synagis, que ndo é direcionado contra EGFR, ndo inibiu a ligagdo do
ligante EGF. Como mostrado na figura 12A, os trés anticorpos 992,
1030 e 1042 direcionados contra o dominio Ill e que reconhecem
epitopos nao superpostos foram testados sozinhos ou em uma mistura
equimolar, quanto as suas habilidades em inibir a ligagdo do ligante
EGF. Dos trés anticorpos testados, apenas o mAb 1030 mostrou uma
modesta atividade inibitoria do ligante EGF quando comparado com
Erbitux e Vectibix. A mistura equimolar de mAbs 992, 1030 e 1042
pareceu ser mais eficiente na inibicdo do ligante EGF do que os
anticorpos isolados testados sozinhos. Em uma concentracio total de
IgG de 1 pg/mL, a mistura equimolar foi encontrada inibir a ligagdo do
ligante EGF aproximadamente duas vezes mais eficientemente do que
o mAb 1030 e quatro vezes mais eficientemente do que os mAbs 992
e 1042 testados sozinhos, mostrando um efeito sinérgico da mistura
dos trés anticorpos para do dominio |l que reconhecem epitopos nao
superpostos. Como mostrado na figura 12B, os clones 1208, 1260,
1277 e 1320 anti-EGFR também foram testados nesse ensaio. Esses
quatro clones foram capazes de inibir a ligacdo do ligante de EGF de
uma maneira dependente da dose, que foi mais eficiente do que a
observada com os clones 992, 1030 e 1042 quando comparados com
o controle Erbitux. Nas concentracdes acima de 0,33 pg/mL, os clones
1208, 1260, 1277 e 1320 pareceram ser tao eficientes em bloquear a
ligacdo do ligante de EGF quanto Erbitux testado nas mesmas
concentracoes.

Habilidade para inibir a fosforilacdo de EGFR induzida por
EGF em células HNS
[000288] Anticorpos anti-EGFR foram testados quanto a reatividade
sobre a fosforilacdo de EGFR em uma analise western em célula. O
procedimento western em célula possibilita a deteccao de EGFR e de

EGFR fosforilado (pEGFR) da mesma amostra, isso por sua vez torna
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possivel comparar a propor¢cao da expressdao de EGFR para pEGFR
para cada tratamento com anticorpo e conjunto de dados. As células
HNS foram cultivadas de acordo com as instrucdes fornecidas pela
ATCC em DMEM suplementado com FCS 10% e
penicilina/estreptomicina. 43.000 células HN5 foram semeadas em
placas de 96 pogos da Nunc (no. Cat. 167008) 24 h antes da morte por
privagdo. As células foram mortas em DMEM 16 h antes da adigao dos
anticorpos. Os anticorpos foram adicionados em uma concentragao
final de 10 yg/mL em 200 pL de DMEM e a mistura foi pipetada para
cima e para baixo pelo menos cinco vezes para misturar. Depois de 30
min de tratamento do anticorpo, EGF foi adicionada em uma
concentragdo de 50 ug/mL a pogos apropriados e deixados por 7,5
min. Westerns em célula foram realizados essencialmente com as
instru¢cées fornecidas pelo fabricante do kit de western em célula
(Odyssey, LI-COR biosciences).

[000289] As células foram fixadas em formaldeido 3,7% (Sigma F-
8775, lote 71K500, contendo ~ 1% de metanol) por 20 min depois da
estimulacdo de EGF. Cinco lavagens com PBS-Triton X-100 (0,1%)
por 5 min foram usadas a fim de permeabilizar as membranas
celulares antes do bloqueio no tampéo de bloqueio LI-COR (927-
40000). Os anticorpos primarios foram adicionados em concentragdes
que correspondem as instrugdes fornecidas e incubados com agitagao
cuidadosa em RT por 2,5 h (EGFR total de camundongo, diluicao
1:500, Biosource International no. Cat. AHR5062 e Fosfo-EGFR
Tyr1173, Coelho diluicdo 1:100, Biosource, no. Cat. 44-794G).
[000290] Depois da incubacdo com os anticorpos primarios, as
células foram lavadas cinco vezes por cinco minutos em PBS-T
(Tween-20 0,1%) depois do que os anticorpos secundarios foram
adicionados (IRDye 680 de cabra anticoelho, diluicdo 1:200, LI-COR
no. Cat. 926-32221 e IRDye 800CW de cabra anticamundongo,
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diluicdo 1:800; LI-COR no. Cat. 926-32210) e incubados por 1 h em
RT com agitacao cuidadosa da placa coberta com folha de aluminio.
[000291] Antes da medicdo com o leito de fluorescéncia Tecan, a
placa foi lavada cinco vezes por cinco min em PBS-T. Todas as
lavagens foram finalizadas por um movimento de deslocamento
abruptamente abortado das placas, lado aberto para baixo, para
dispersar a solucédo de lavagem, seguido pela batida da placa contra
toalhas de papel. (Idéntico ao tratamento de placas de ELISA, a coisa
mais importante € a nogao de que as células permanegcam na placa
durante esse tratamento e que a solugdo de lavagem possa ser
removida por esse procedimento mais do que pela succdo, que
perturbaria a integridade da monocamada de células). Qualquer
residuo da solugdo de lavagem deixado pela ultima lavagem foi
removido com suc¢ao cuidadosa no lado dos pogos com uma pipeta
de multi-canais. O sinal fluorescente foi medido pelo canal de 680 nm
(excitagdo a 675 nm e emissao a 705 nm, ambas com largura de
banda de 10 nm) e pelo canal de 800 nm (excitagcdo a 762 nm e
emissao a 798 nm, ambas com largura de banda de 10 nm).

[000292] Usando a analise Western em célula, torna-se evidente que
os trés anticorpos estao significativamente (p<0,05) afetando o status
de pEGFR das células HN5: os anticorpos 1208, 1277 e 1320 (figura
13).

[000293] A mistura anti-EGFR (992, 1030 e 1042) de anticorpos anti-
EGFR e os anticorpos individuais dessa foram testados quanto ao
efeito em uma analise western em célula da inibicdo da fosforilagdo de
EGFR induzida por EGF. Como visto na figura 14, 992 e 1030 e a
mistura de anticorpo anti-EGFR inibiu significativamente a fosforilagédo
de EGFR induzida por EGF (p<0,05).

Exemplo 5: Internalizagcdo de Receptores de EGF em células A431NS
[000294] Células A431NS (ATCC# CRL-2592) foram ftripsinizadas a
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partir de um frasco de cultura T175 80-90% confluente usando TrypLE.
As células separadas foram lavadas em PBS e suspensas em DMEM
sem soro. As células foram divididas em porcdoes de 1-2 mL e
incubadas por 30 min sobre gelo com os anticorpos examinados. A
concentragao de anticorpo era de 10 ug/mL. As células foram lavadas
trés vezes em DMEM (2509, 4 min, 4°C) e ressuspensas em 1m8 mL
de DMEM. Cada porg¢éo foi dividida em seis tubos de FACS contendo
cada um 300 uL de suspensao de célula. Trés tubos de cada porcao
sdo colocados em um banho de agua a 37°C em exatos 40 min e os
outros trés sao colocados sobre gelo imediatamente. Depois da
incubacédo, as células foram lavadas duas vezes (250g, 4 min, 4°C) e
os péletes redissolvidos em 100 pyL de Fcy de F(ab’). de coelho anti-
IgG humana — FITC em DMEM. As células s&o incubadas por 30 min a
4°C antes de lavadas trés vezes em DMEM 4°C e analisadas em
FACSCalibur.

[000295] Os resultados s&do mostrados na figura 15. A incubacéao
com Erbitux e Vectibix mostrou um nivel igual de internalizagdo de
receptor de cerca de 30%, deixando 70% da superficie inicial corada.
A incubacdo com 992 sozinho leva a regulagdo negativa de 45% do
receptor. A incubacdao com misturas de anticorpo contendo dois
anticorpos adicionais com epitopos n&o superpostos leva a um
aumento da regulacédo negativa do receptor: 992 + 1024, 74%; 992 +
1024 + 1030, 83%.

[000296] A adicao de anticorpos adicionais nao leva a um aumento
adicional na internalizacdo do receptor. Portanto, pelo menos trés
anticorpos parecem ser necessarios para alcancar o nivel maximo de
internalizacdo em células A431.

Exemplo 6: Ensaios de proliferacéo

[000297] O dano celular resultara inevitavelmente na perda da

habilidade da célula em manter e fornecer energia para a funcéo
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celular metabodlica e de crescimento. Os ensaios de atividade
metabdlica sdo baseados nessa premissa. Geralmente, eles medem a
atividade mitocondrial. O Reagente de Proliferacdo Celular WST-1
(Roche, Cat. No. 11 644 807 001) € um substrato pronto para uso que
mede a atividade metabdlica de células viaveis. Portanto, € presumido
que a atividade metabdlica se correlacione com o numero de células
viaveis. Nesse exemplo, o ensaio com WST-1 foi usado para medir o
numero de células metabolicamente ativas depois do tratamento com
diferentes anticorpos em diferentes concentragdes.

[000298] Antes de realizar o ensaio WST-1, os anticorpos e misturas
de anticorpos apropriados foram diluidos até uma concentracéo final
total de anticorpo de 20 uyg/mL em DMEM suplementado com FBS
0,5% e P/S 1%, fornecendo uma concentracao final de anticorpo de 10
Mg/mL no poco com a concentracdo mais alta de anticorpo. 150 uL
dessas solugdes foram adicionadas a pogos na coluna 2 de uma
placa de 96 pogos e uma diluigdo em série de trés vezes foi feita até a
coluna 9 tal que cada pogo continha 100 uL de solucao de anticorpo.
100 yL de meio foram adicionados a coluna 11. 200 yL de meio foram
adicionados as Fileiras 1 e 8, assim como nas colunas 1 e 12 para
diminuir o efeito de evaporagdo do meio nos pogos experimentais.
[000299] As células A431-NS foram lavadas com 1 x PBS e
separadas pela tripsinizagcdao com 3 mL de solugdo de tripsina. 17 mL
de meio completo foram entdo adicionados e as células centrifugadas
a 300 xg (1200 rcf) por 5 min. O sobrenadante foi removido e as
células ressuspensas em DMEM + FBS 0,5%. As células foram
contadas e suas concentragdes ajustadas para 15.000 células/mL. 100
ML da suspensdo de célula (1500 células/pogo) foram entéo
adicionadas aos pogos experimentais nas colunas 2-11. As placas
foram incubadas por 4 dias em uma incubadora umidificada a 37°C.

Depois, 20 uL de reagente WST-1 foi adicionado por poco e as placas
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foram incubadas por uma hora a 37°C. As placas foram transferidas
para um agitador orbital de placas e deixadas por mais uma hora. A
absorbancia foi medida a 450 e 620 nm (comprimento de onda de
referéncia) em um leitor de ELISA. A quantidade de células
metabolicamente ativas (MAC) é calculada como um percentual dos

controles nao tratados, como se segue:

%MAC:(I— (OD exp.— ODmedia) ]XIOO

(ODuntreat.— ODmedia)

[000300] Para os estudos de titulagdo de EGF, o ligante foi diluido
até uma concentracdo de 20 nM/mL em DMEM + FBS 0,5%,
fornecendo uma concentracgao final de anticorpo de 10 nM/mL no pocgo
com a concentracdo mais alta de EGF. 150 pL dessa solugao foi
adicionada a pog¢os na coluna 2 de uma placa de 96 pogos e uma
diluicdo em série de trés vezes foi feita até a coluna 9 tal que cada
poco continha 100 pL de solucdo de EGF. 100 pL de meio foram
adicionados a coluna 11. 200 uL de meio foram adicionados as Fileiras
1 e 8, assim como nas colunas 1 e 12 para diminuir o efeito de
evaporacdo do meio nos pogos experimentais. Os anticorpos
apropriados e as misturas de anticorpo foram diluidos até uma
concentragao final total de anticorpo de 40 pg/mL em DMEM
suplementado com FBS 0,5% e P/S 1%, fornecendo uma
concentracao final de anticorpo de 10 ug/mL nos pocos. 50 uL dessas
solucdes foram entdo adicionadas aos pocos das colunas 2-9 da placa
de 96 pocos.

[000301] As células A431-NS foram entdo lavadas com 1 x PBS e
separadas pela tripsinizagao com 3 mL de solugao de tripsina. 17 mL
de meio completo foram entdo adicionados e as células centrifugadas
a 300 xg (1200 rcf) por 5 min. O sobrenadante foi removido e as
células ressuspensas em DMEM + FBS 0,5%. As células foram

contadas e suas concentragdes ajustadas para 40.000 células/mL. 50
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ML da suspensdo de célula (2000 células/pogo) foram entéo
adicionadas aos pogos experimentais nas colunas 2-11. As placas
foram incubadas por 4 dias em uma incubadora umidificada a 37°C.
Depois, 20 yL de reagente WST-1 foram adicionados por pogo e as
placas foram incubadas por uma hora a 37°C. As placas foram entéo
transferidas para um agitador orbital de placas e deixadas por mais
uma hora. A absorbancia foi medida a 450 e 620 nm (comprimento de
onda de referéncia) em um leitor de ELISA. As quantidades de células
metabolicamente ativas sado indicadas pela absorbancia a 450 nm
subtraida da absorbancia no comprimento de onda de referéncia de
620 nm.

[000302] A quantidade de células metabolicamente ativas (MAC) é
calculada como um percentual dos controles nao tratados, como se
segue:

(ODexp.— ODmedia) <100
(ODuntreat.— ODmedia)

Y%MAC = (1 -

Resultados

[000303] Para mostrar que a mistura de trés anticorpos anti-EGFR
com epitopos nao superpostos dentro do dominio Ill € superior aos
anticorpos sozinhos, um experimento foi realizado que investigou a
inibigdo do crescimento de A431-NS. Como pode ser visto na figura
16A, os anticorpos sao inibidores insignificantes do crescimento de
A431-NS por si mesmos, mas quando combinados, um efeito inibitorio
sinérgico sobre o crescimento de 431-NS é obtido. Embora misturas
de 992 tanto com 1042 quanto com 1030 também sejam muito
potentes, a mistura de todos os trés € superior a essas em todas as
faixas de concentracdo de anticorpo.

[000304] Os efeitos de anticorpos individuais e misturas de anticorpo
sobre o crescimento de células A431-NS estimuladas com

concentragdes variaveis de EGF foram investigados e os resultados
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sdo mostrados na figura 17. Como pode ser visto na figura 17, as
concentragdes de EGF acima de 0,1 nM na auséncia de anticorpos
sao toxicas para as células. Entretanto, € evidente que uma mistura de
trés anticorpos com epitopos nao superpostos dentro do dominio Il de
EGFR (992, 1030 e 1042) atua sinergicamente para inibir o
crescimento das células A431-NS na presenca de EGF, quando
testada até pelo menos 0,3 nM de EGF e a mistura é superior a todos
os anticorpos monoclonais.

[000305] E demonstrado que o efeito inibitorio sinérgico sobre o
crescimento de A431-NS também pode ser obtido pela combinacao de
dois anticorpos com epitopos nao superpostos dentro do dominio Il de
EGFR, com anticorpos com epitopos dentro do dominio | ou Il de
EGFR. Como pode ser visto na figura 18, combinagdes do anticorpo
992 e 1024 que estdo ambos no dominio Ill de EGFR, com qualquer
um anticorpo reativo com o dominio | (1284) ou com o dominio /Il
(1434) de EGFR sé&o tdo potentes quanto os trés anticorpos que
reagem com epitopos ndo superpostos dentro do dominio Il de EGFR
(992+1024+1030). Adicionalmente, essas misturas de anticorpos séo
mais potentes em inibir o crescimento de A431-NS do que os
anticorpos terapéuticos anti-EGFR Erbitux e Vectibix.

[000306] Ensaio similares foram realizados usando outras duas
linhagens celulares de cancer, DU145 (ATCC#HTB-81) e MDA-MB-
468 (ATCC#HTB-132). Os resultados desses ensaios de proliferagao
sdo mostrados nas figuras 16B e 16C. Em ambos os casos, uma
mistura de trés anticorpos (992, 1030 e 0142) foi superior a misturas
de dois anticorpos ou a anticorpos isolados. Nas células DU145, a
mistura de trés anticorpos foi superior a Vectibix em todas as
concentragdes e em MDA-MB-468 em altas concentragdes.

[000307] Usando um meétodo similar aquele descrito acima, nos

testamos diferentes combinagdes de trés anticorpos anti-EGFR.
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Resultados

[000308] Os efeitos de combinacdes diferentes de trés anticorpos
foram investigados na linhagem celular A431-NS. A atividade inibitoria
do crescimento de vinte dos mais potentes desses € mostrada na
figura 37. Todas as combinagdes inibiram a proliferacdo da linhagem
celular A431-NS em mais do que 60% comparada com um controle
nao tratado. Outra observacao interessante é que, com exce¢ao das
combinagbes (992+1024+1254 e 992+1024+1320 e 992+1277+1320),
as combinacdes contém epitopos ndo superpostos. Isso mostra que é
possivel planejar varias combinagdes de trés anticorpos que se liguem
a epitopos distintos.

Exemplo 7: Apoptose

[000309] A apoptose é um mecanismo biolodgico que leva a morte da
ceélula. Esse mecanismo foi relatado anteriormente com o uso de
anticorpos anti-EGFR, tais como Erbitux (Baselga J. The EGFR as a
target for anticancer therapy — focus on cetuximab. Eur J Cancer. 2001
Sep:37, Suppl 4:516-22). Portanto, foi investigado em qual extensao
os anticorpos individuais anti—-EGFR 992, 1042 e 1030 assim como a
mistura (992+1030+1042) eram capazes de induzir a apoptose.
[000310] 1 x 10* células A431-NS foram incubadas em DMEM
suplementado com 0,5% de FBS e antibidticos em determinacdes
triplas em placas de cultura de 96 pogos na presenca da mistura para
EGFR (partes iguais de 992, 1030, 1042), 992, 1030, 1042, Erbitux ou
Vectibix, em concentragbes que variavam entre 0,01 yg/mL a 10
Mg/mL. As células e os anticorpos foram incubados por 22 h. Depois,
0s sobrenadantes foram coletados e medidos em um kit de ELISA da
Roche, No. Cat. 11774425001 (Basiléia, Suiga), quanto a presenga de
complexos de histona-DNA.

[000311] O efeito da mistura foi comparado com cada um dos

anticorpos monoclonais sozinhos, assim como com os anticorpos de
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referéncia Vectibix e Erbitux usando células A431-NS (resultados na
figura 19). Os anticorpos foram testados em uma diluigdo de 10
vezes. A mistura é significativamente (P<0,05) mais eficiente
comparada com os anticorpos monoclonais individuais assim como
Vectibix quando testado em concentragdes de 1 ug/mL e 10 pg/mL. A
mistura aumentou a apoptose estatisticamente significativa (p<0,05)
comparada com Erbitux 1 pg/mL.

Exemplo 7b

[000312] Em adicdo ao exemplo 7, a mistura de 992+1024 assim
com a mistura de 992+1024+1030 foram investigadas quanto a
atividade apoptoética de acordo com o mesmo método como descrito
no exemplo 7 (figura 35). O nivel real de apoptose foi relacionado com
um controle positivo maximo. Ambas as misturas foram comparadas
com Erbitux e os anticorpos monoclonais individuais 992, 1024 e 1030,
assim como um anticorpo de controle, em 1 pg/mL usando as células
A431-NS. A mistura de 992+1024 foi significativamente melhor do que
Erbitux e os anticorpos individuais (todos com P<0,05).

Exemplo 8: Eficacia in vivo

[000313] A mistura anti-EGFR que consiste em anticorpos 992, 1030
e 1042 foi investigada quanto a eficacia in vivo no modelo de xeno-
enxerto em camundongos nus usando células A431-NS. Esse € um
modelo amplamente usado para a investigagdo da potencia de
anticorpos monoclonais anticancer, incluindo anticorpos anti-EGFR.
Os camundongos nus sao imuno-comprometidos e carecem de células
T. Isso permite o crescimento de células humanas nos camundongos.
[000314] Dois grupos de camundongos nus com 6 a 8 semanas
foram inoculados por via subcutanea com 1 x 108 células A431-NS.
Quando o tamanho médio do tumor atingiu 100 mm3, o tratamento foi
iniciado. Os camundongos receberam cinco injegdes de 1 mg de

anticorpo, por via intraperitoneal com intervalos de 2 a 3 dias. Os
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tamanhos dos tumores foram medidos em dois didmetros usando
calibradores digitais e o volume foi calculado usando a féormula:
Volume do tumor (mm3) = L x W2 x 0,5, onde L ¢ o didmetro mais
comprido e W é o didametro mais curto (Teicher BA, Tumor Models in
Cancer Research. Humana Press, NJ, USA 2002, p596). No final do
experimento, os tumores foram removidos e pesados.

[000315] Synagys foi usado como anticorpo de controle. O
experimento também incluiu o tratamento com Erbitux e Vectibix na
mesma quantidade e usando 0 mesmo esquema como para a mistura
anti-EGFR (anticorpos 992, 1030 e 1024).

[000316] Como visto na figura 20, a mistura de 992, 1030 e 1024
inibiu significativamente o crescimento do tumor de A431-NS (P<0,05).
Os pesos médios estdo mostrados na figura 21. O resultado
correlacionou-se com os tamanhos medidos dos tumores. Ha uma
diferenga significativa entre o grupo de tratamento e o grupo de
controle.

Exemplo 8b: Eficacia in vivo

[000317] Adicionalmente ao experimento in vivo descrito no exemplo
8, as misturas de 992+1024 e 992+1024+1030 foram investigadas no
modelo de xeno-enxerto de A431-NS acima descrito (figura 36).
Quatro grupos cada um com 9 camundongos nus, de 6 a 8 semanas,
foram inoculados por via subcutanea com 1 x 108 células A431-NS.
Quando o tamanho médio do tumor atingiu 100 mm?3, os camundongos
receberam a primeira injegdo de anticorpo. Os trés grupos receberam
igualmente a mistura de 992+1024, 992+1024+1030, Erbitux ou
anticorpo de controle, Synagis. No total, os camundongos receberam
17 injecbes de 0,5 mg 4 vezes por semana. A primeira injecao foi dada
no dia 8 e a ultima injecdo foi dada no dia 34. Os tamanhos dos
tumores foram medidos por 56 dias. Depois do término do tratamento

com anticorpo, os tumores dos camundongos que receberam Erbitux
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comecaram aumentar de tamanho, enquanto que os tumores
continuaram a diminuir de tamanho nos camundongos nos dois grupos
que receberam a mistura de 992+1024 ou 992+1024+1030. Nenhuma
expansao no tamanho do tumor foi observada no grupo com 992+1024
no dia 91 (57 dias depois do término do tratamento). O tamanho médio
do tumor para a combinacdo de 992+1024 era significativamente
menor (P<0,01) no dia 56 do que o tamanho médio do tumor nos
camundongos que receberam Erbitux.

[000318] A sobrevida dos camundongos no experimento também foi
monitorizada. Os camundongos foram classificados como mortos
quando os tumores alcangavam os tamanhos maximos permitidos. A
tabela abaixo mostra o numero de camundongos sobreviventes 56
dias depois da inoculagcdo das células do tumor. Uma sobrevida

melhorada € vista em ambas as combinagbes comparadas com

Erbitux.
Grupo 992+1024 992+1024+1030 Erbitux Ab de
Controle
Numero inicial de | 9 9 9 9
camundongos
Camundongos 9 9 2 0
remanescentes no dia 56

Experimentos adicionais

[000319] Os dados preliminares de lisados do tumor do experimento
com xeno-enxerto descrito no exemplo 8 mostraram que a combinacao
de 992+1024+1030 induz uma potente regulagdo negativa da
producdo de VEGF por A431-NS, o primeiro sendo um importante
mediador da angiogénese. A formacdo aumentada de vasos
sanguineos € um fendmeno visto em varios tumores sélidos, um
mecanismo que participa do suprimento sustentado de nutrientes, etc.,
afetando dessa maneira as condi¢gdes de sobrevida.

[000320] Adicionalmente, outros dados preliminares mostram que um
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nivel aumentado da combinagao de anticorpos 992+1024+1030 pode
ser observado nos lisados de tumor do experimento com xeno-enxerto
descrito no exemplo 8, quando comparado com Erbitux e Vectibix.
Exemplo 8c: Diferenciagdo intensificada de célula de tumor in vivo
[000321] A diferenciacido terminal de células é um processo
complexo que inclui a ativagao de programas de expressao de gene
especificos para o tipo celular. Levando a um processo de multiplas
etapas até uma perda irreversivel de sua capacidade proliferativa. Na
doenca maligna, as células cancerosas estdo geralmente em um
estado desdiferenciado, caracterizado por uma taxa de proliferagao
aumentada e tem sido sugerido que farmacos capazes de induzir a
diferenciacao terminal de células de cancer poderiam ser capazes de
eliminar as células malignas e restabelecer a homeostase celular
normal (Pierce GB, Speers WC: Tumors as caricatures of the process
of tissue renewal: prospects for therapy by directing differentiation.
Cancer Res 48:1996-2004, 1988). Sob certas condicdes
experimentais, os anticorpos monoclonais anti-EGFR foram descritos
previamente como capazes de aumentar a taxa de diferenciacéo
terminal de células escamosas de cancer humano, desenvolvidas
como tumores xeno-enxertados em camundongos imuno-
comprometidos (Milas L, Mason K, Hunter N, Petersen S, Yamakawa
M, Ang K, Mendelsohn J, Fan Z: In vivo enhancement of tumor
radioresponse by C225 antiepidermal growth factor receptor antibody.
Clin Cancer Res 6:701-8, 2000; Modjtahedi H, Eccles S, Sandle J, Box
G, Titley J, Dean C: Differentiation or immune destruction: two
pathways for therapy of squamous cell carcinomas with antibodies to
the epidermal growth factor receptor. Cancer Res 54:1695-701, 1994).
[000322] Foi examinado histologicamente a extensdo da
diferenciacado terminal em células A431-NS tratadas com anti-EGFR

como xeno-enxertos em camundongos. O estudo histologico incluiu 3
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tumores  xeno-enxertados de  camundongo  aleatoriamente
selecionados de cada um dos quatro grupos experimentais do
experimento descrito no exemplo 8.

[000323] Os tecidos foram dissecados e rapidamente congelados,
montados depois com Tissue-Tek em um criomicrétomo (Leitz, modelo
1720), cortados em segdes de 5 y e amostrados em laminas superfrost
plus, processados depois para coloragdo com hematoxilina/eosina.
Dois observadores independentes realizaram o exame microscopico
de todas as sec¢des de tecido de uma maneira cega, pontuando as
areas queratinizadas (“pérolas de queratina”) como uma medida da
extensao da diferenciacédo terminal (Modjtahedi Et al., 1994). A tabela
7 relaciona o resultado obtido. Os camundongos tratados com uma
mistura de trés anticorpos anti-EGFR (992+1024+ 1030, grupo 1)
tiveram focos acentuadamente maiores e mais numerosos de células
de cancer terminalmente diferenciadas quando comparados com os
camundongos tratados com os anticorpos de referéncia Erbitux e
Vectibix (Grupos 2 e 3, respectivamente). Nenhuma diferenciacéo
terminal foi detectada no grupo de controle que recebeu PBS ao invés
do anticorpo (grupo 4).

[000324] As imagens microscépicas representativas foram obtidas
usando um microscopio acoplado a uma camera digital, veja figura 26.
[000325] Em conclusdo, a combinacao de trés anticorpos anti-EGFR
com epitopos nao superpostos dentro do dominio Ill (clones 992, 1030
e 1042) mostrou um efeito de indugdo da diferenciagao
inesperadamente intensificado sobre células de tumor in vivo, quando
comparada com os anticorpos monoclonais Erbitux e Vectibix. Os
efeitos observados sobre a diferenciacdo terminal levam a conclusao
de que as composicdes de anticorpo da invencao podem ser usadas
em terapia de combinagdo com outros agentes que induzem a

diferenciacao, tais como acido retinoico, 4-fenil butirato.
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Tabela 7

Grupo | Tumor | Pontuacdo do No. De | Comentarios
No. pérolas de queratina

1 16 ++++ Grandes pérolas de queratina
1 17 +++ Grandes pérolas de queratina
1 54 ++++ Grandes pérolas de queratina
2 14 ++ Pequenas pérolas de queratina
2 45 ++ Pequenas pérolas de queratina
2 49 ++ Pequenas pérolas de queratina
3 11 ++ Pequenas pérolas de queratina
3 34 ++ Pequenas pérolas de queratina
3 56 ++ Pequenas pérolas de queratina
4 43 -
4 60 -
4 31 -

Exemplo 8d: Efeito inibitério sustentado do crescimento de uma

composicéo de anticorpo da invengéo

[000326] Uma repeticdo do experimento de xeno-enxerto de tumor
apresentado nos exemplos 8 e 8b foi realizada para investigar a
eficacia in vivo da mistura de anticorpos 992+1024. Em resumo,
camundongos BALB/C nu/nu foram inoculados por via subcutanea
com 108 células A431-NS no flanco. Os xeno-enxertos de tumor foram
deixados crescer até um tamanho médio do tumor de 100 mm?3 (dia 7),
em cujo ponto os camundongos foram divididos em cinco grupos de
nove animais e os tratamentos com anticorpo foram iniciados. Os
cinco grupos receberam dose alta (2 mg/semana) ou baixa (1
mg/semana) da mistura de 992+1024 ou do anticorpo de referéncia
Erbitux ou uma dose alta (2 mg/semana) do anticorpo de controle
Synagis. Todos os camundongos receberam um total de 9 injecbes de
0,5 ou 1 mg de anticorpo duas vezes por semana comegando no dia 7 e
terminando no dia 33.

[000327] A dose alta (2 mg/semana) da mistura de 992+1024 foi

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 137/229



129/210

mais eficiente no controle do crescimento inicial do tumor e na inducéo
a longo prazo da regressao do tumor quando comparada com Erbitux
(P=0,0002, figura 38). Nenhum dos animais que recebeu 2 mg/semana
da mistura de 992+1024 foi excluido no periodo do estudo (118 dias
depois do inicio do experimento, figura 38 e 39), um desempenho
significativamente melhor do que no grupo com alta dose de Erbitux
2mg/semana onde apenas um dos nove animais restou o dia 60
(P=0,0008, figura 39). Isso mostra o efeito sustentado do tratamento
com 992+1024 na sobrevida a longo prazo. Embora menos eficiente
do que a alta dose, a dose baixa da mistura de 992+1024 (1
mg/semana) também foi capaz de controlar o crescimento do tumor e
foi significativamente melhor comparada com a alta dose de Erbitux 2
mg/sem, quando se olha para ambas, a supressdo do tumor
(P=0,0135, figura 38) e sobrevida (P= 0,0087, figura 39). Esses
resultados demonstram a potencia superior da combinacido de
992+1024 quando comparada com Erbitux mesmo em dose baixa. Os
resultados também demonstram a inibicido sustentada do crescimento
induzida pela combinagao de 992+1024 comparada com um anticorpo
monoclonal aprovado.

Exemplo 9: Crescimento de esferoide

[000328] Para o estudo de esferoide, a uma placa de 96 pogos de
fundo arredondado foram adicionados 35 uL de uma solugao de 120
mg/mL de Poly-HEMA e deixado evaporar durante uma noite em uma
capela de fluxo. Poly-HEMA evita o acoplamento das células. As
células A431-NS foram tratadas como acima, contadas e sua
concentragao ajustada para 100.000 células/mL. 50 uL da suspensao
celular (5.000 células/pogo) foram adicionados aos pogos
experimentais nas colunas 2-11 junto com 50 uL de uma solugao de
matrigel 5%. 200 pyL de meio foram adicionados as Fileiras 1 e 8 assim

como a coluna 1 e 12 para diminuir o efeito de evaporagdo do meio
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nos pogos experimentais. As placas foram centrifugadas a 300 xg por
5 minutos e deixadas se organizar por uma noite em uma incubadora
umidificada a 37°C. No dia seguinte, os anticorpos e misturas de
anticorpos apropriados foram diluidos para uma concentragao final
total de 20 yg/mL em uma placa de 96 pogos vazia. Isso foi feito em
DMEM suplementado com FBS 0,5% e P/S 1% fornecendo uma
concentragao final de anticorpo de 10 pg/mL no pogo com a
concentracao de anticorpo mais alta. 150 pyL dessas solugdes foram
entdo adicionadas aos po¢os ha coluna 2 de uma placa de 96 pogos e
uma diluicdo seriada de trés vezes foi feita até a coluna 9 tal que cada
poco continha 100 pL de solugao de anticorpo. 100 uL de meio foram
adicionados a coluna 11. 100 yL dessas solugdes foram transferidas
para a placa que continha os esferoides e deixada incubar por 7 dias.
Depois, 20 yL de reagente WST-1 foram adicionados por pogo e as
placas foram incubadas por uma hora a 37°C. As placas sao entao
transferidas para um agitador orbital de placas e deixadas por mais
uma hora. A absorbancia foi medida a 450 e 620 nm (comprimento de
onda de referéncia) em um leitor de ELISA. A quantidade de células
metabolicamente ativas (MAC) é calculada como um percentual dos
controles nao tratados, como se segue:

(OD exp.— ODmedia) <100
(ODuntreat.— ODmedia)

Y%MAC = (1 -

[000329] Uma mistura de trés anticorpos com epitopos nao
superpostos dentro do dominio Il (992+1030+1024) inibe eficazmente
o crescimento de esferoides de A431-NS e € mais potente do que o
anticorpo monoclonal terapéutico anti-EGFR Erbitux e Vectibix (figura
22).
Exemplo 10: Ligagdo a ECD de EGFR de Cynomolgus

Clonagem do dominio extracelular de EGFR de

Cynomolgus
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[000330] O dominio extracelular de EGFR de Cynomolgus, excluindo
o0 peptideo de sinal, foi clonado a partir do cDNA de Cynomolgus
isolado da epiderme pelo uso de nested PCR e iniciadores especificos
para a sequéncia derivados da sequéncia publicada de EGFR humano
de extensdao completa (GENBANK X00588, Ullrich, A. Et al. Nature
309(5967), 418-425 (1984)).
[000331] Reagentes de PCR:

cDNA de Macaco Cynomolgous isolado da epiderme da
pele normal

CytoMol Unimed, Cat. No: ccy34218, Lote No: A711054.

Tampao de reacdo Phusion (5X): Finnzymes, Cat. no: F-
518, Lot. No: 11.

Enzima Phusion: Finnzymes, F-530S (2 U/uL).

dNTP 25 mM: Bioline, Cat. No: BIO-39029, Lot. No: DM-
103F.
[000332] Iniciadores para a amplificacdo de ECD de EGFR de
Cynomolgus incluindo a sequéncia de sinal parcial e o dominio
transmembrana:

Iniciador 5’ ATG: 5’-TCTTCGGGAAGCAGCTATGC-3' (SEQ
ID NO 135)

Iniciador 3 Tm 2: 5-TTCTCCACTGGGCGTAAGAG-3
(SEQ ID NO 136)
[000333] Iniciadores para nested PCR que amplificam ECD Bp 1-
1863 de EGFR de Cynomolgus e incorporam os sitios de restricdo

Xbal, Mlul e cédon de parada antes do dominio transmembrana:

5 EGFR Xbal: 5-ATCTGCATTCTAGACTGGAGGAAAAGAAAGTTTGCCAAGGC-3 (SEQ
ID NO 137)
3 EGFR Mlul: 5-TACTCGATGACGCGTTTAGGATGGGATCTTAGGCCCGTTCC-3 (SEQ
ID NO 138)

Condicoes de PCR:
[000334] 30 ciclos: 98°C/30 seg fusao, 55°C/30 seg anelamento,
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72°C/60 seg alongamento. Depois de 30 ciclos os produtos de PCR
foram deixados alongar por 5 min adicionais.

[000335] As reacdes de PCR foram realizadas com 1 uL de modelo e
2 unidades de Phusion Enzyme em um volume total de 50 pL de
tampao de reacdo contendo dNTP 0,2 mM, iniciador 0,5 uM.

[000336] Uma banda final de PCR com comprimento aparente de
aproximadamente 1800-1900 pb foi obtida e clonada no vetor de
expressao. A sequéncia de DNA e proteina do dominio extracelular
clonado de EGFR de Cynomolgus € mostrada na figura 23 e a
sequéncia de proteina de ECD de EGFR de Cynomolgus alinhada com
ECD de EGFR humano é mostrada na figura 24. O alinhamento das
sequéncias de DNA do ECD de EGFR humano e ECD de EGFR de
Cynomolgus mostrou 97,6% de identidade de sequéncia, enquanto
que o alinhamento das sequéncias de proteina correspondentes
mostrou 98,6% de identidade de sequéncia.

Demonstracéo da reatividade cruzada de anticorpo entre o
dominio extracelular de EGFR Humano e de Cynomolgus em ELISA
[000337] Para verificar que os anticorpos anti-EGFR testados se
ligam igualmente bem a ambos ECD de EGFR de Humano e de
Cynomolgus e, consequentemente, fundamentar os estudos
toxicologicos em macacos Cynomolgus, diluicbes seriadas de quatro
vezes de anticorpos comecgando a partir de 1 yg/mL foram testadas
por ELISA quanto a ligacéo a proteinas de ECD de EGFR de Humano
e de Cynomolgus. Os anticorpos que mostram perfis de ligagao
idénticos nesse ensaio foram tomados como indicacdo de boas
espécies de EGFR com reatividade cruzada. Pogos de ELISA foram
revestidos com 50 uL/poco de EGFR de extensdo completa em uma
concentracdo de 1 uyg/mL em PBS por uma noite a 4°C. Na manha
seguinte, os pogos foram lavados duas vezes com PBS-T e

bloqueados por uma hora com 100 uL de PBS-T-BSA 1% em
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temperatura ambiente, seguida pela lavagem duas vezes em PBS-T.
Depois, 50 pL de anticorpos anti-EGFR seriadamente diluidos e
anticorpos de controle foram adicionados a pocos e incubados por
uma hora em temperatura ambiente. Depois da incubacdo do
anticorpo, os pogos foram lavados cinco vezes com PBS-T, seguido
pela incubacdo com 50 uL/pogo de reagente secundario
Estreptavidina-HRP diluido 1:3000 em tampdo de bloqueio e
incubacdo em temperatura ambiente por 30 min. Finalmente, os
pocos foram lavados cinco vezes com PBS-T e as placas foram
desenvolvidas pela adicdo de 50 ulL/poco de substrato TMB e
incubados em temperatura ambiente. Depois da incubacédo a reacéo
foi extinta pela adicdo de H>SO4+ 1M; 100 pL/pogo e as placas foram
lidas em OD 450 nm.

Reagentes de ELISA

1) Placa de ELISA; NUNC Maxisorp; cat: 442404

2) Antigenos: ECD de rEGFR humano; ECD de rEGFR de
Cynomolgus

3) Tampao de revestimento: 1 x PBS; Gibco cat:20012-019

4) Tampao de lavagem: 1 x PBS/Tween 20 0,05% (PBS-T)

5) Tampao de bloqueio/diluicdo: BSA 1% em PBS-T

6) Conjugado anti-IgG humana de cabra-HRP; Serotec, Star

106P

7) TMB Plus; KemEnTec, cat# 4390L

8) H2SO4 1M
[000338] Como mostrado na figura 25, o ensaio ELISA descrito pode
discriminar entre anticorpos com reacao cruzada anti-ECD de EGFR
Humano e de Cynomolgus (figura 25A) e anticorpos especificos para a
especie que reconhecem apenas o ECD de EGFR humano usado para
imunizagdes de camundongo (figura 25B).

Exemplo 11: Inibicdo da motilidade
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[000339] A maioria das mortes por cancer deriva da disseminacao de
células do tumor e subsequente crescimento em localizagdes
distantes. A invasao local do tecido normal adjacente compromete as
funcbes homeostaticas e evitam a excisao cirurgica ou radiolégica do
tumor. Investigagbes recentes destacaram o papel central que a
motilidade induzida desempenha na promog¢ao dessa disseminacao.
EGFR é conhecido por facilitar a motilidade celular e a disseminagéo
e, portanto, a inibicdo da motilidade mediada por EGFR & um
mecanismo importante de farmacos direcionados a EGFR.

[000340] O efeito da mistura dos dois anticorpos 992 e 1024 sobre a
motilidade da linhagem celular de carcinoma de cabecga e pescoco foi
investigada. Esferoides consistindo em 10.000 células foram
preparados durante a noite como descrito no exemplo 9. Os esferoides
foram transferidos para frascos de cultura de célula NUNC T25 e
deixados aderir durante a noite. 10 pg/mL da mistura de anticorpos
992+1024 ou um anticorpo de controle negativo foram adicionados e
os esferoides foram incubados por outras 24 horas. As imagens foram
feitas em uma ampliacdo de 40x e a area coberta pelas células foi
medida usando o programa Image J.

[000341] Resultados: Como pode ser visto na figura 27A, a adigao
dos anticorpos 992 e 1024 especificos para EGFR levou a uma
diminuicdo significativa da area coberta pelas células do tumor. A
motilidade € quantificada na figura 27B, que mostra que a motilidade
esta diminuida em aproximadamente 60% quando comparada com o
anticorpo de controle negativo. Essa diminuicdo na motilidade é
altamente significativa, p<0,01.

[000342] Portanto, a combinacdo dos anticorpos 992 e 1024 inibe
potencialmente a motilidade da célula de tumor mediada por EGFR, o
que indica que as combinacdes de anticorpos anti-EGFR podem ser

usadas para o tratamento da doenca disseminada.
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Exemplo 12: Regulagao positiva de Involucrina pela composicdo de
anticorpo Sym004

[000343] A involucrina € um marcador de diferenciagao precoce de
célula escamosa e uma proteina que esta envolvida na formacéao do
envelope corneificado. Os niveis de involucrina podem, portanto serem
usados como medida do numero de células de tumor que estdo
diferenciadas. Os niveis de involucrina foram avaliados nos lisados de
proteina de tumores xeno-enxertados de A431-NS tanto nos néo
tratados quanto nos tratados com Erbitux, Vectibix ou uma mistura dos
anticorpos 992+1030+1042, usando um kit ELISA de involucrina
comercialmente disponivel (Biomedical Technologies). Lisados de
tumor foram preparados pela homogeneizacdo de 30 a 40 mg de
tecidos de tumor em 1 mL de tampao RIPA usando o TissuelLyzer da
Qiagen. A concentragcdo de proteina em cada lisado apurado foi
determinada usando o ensaio ELISA em 0,4 ug de proteina de cada
amostra.

[000344] Resultados: Como pode ser visto na figura 27, a
involucrina é encontrada em niveis significativamente maiores no
grupo de tratamento com 992+1030+1042 quando comparado com o
controle negativo e os grupos de tratamento com Erbitux ou Vectibix.
Portanto, a combinac¢do dos anticorpos 992, 1030 e 1042 aumenta os
niveis de involucrina nos tumores xeno-enxertados de A431-NS e,
portanto, presumivelmente induz um grau maior de diferenciacao de
A431-NS. Um resultado que se correlaciona bem com o grande
numero de pérolas de queratina encontradas nesse grupo de
tratamento em particular (Veja o exemplo 8).

Exemplo 13: Internalizacdo de EGFR pela composi¢cao de anticorpo
Sym004

[000345] Alguns anticorpos funcionam pela indug¢ao da internalizagao

de seu alvo de superficie. O EGFR €& conhecido por sofrer
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internalizacdo quando ativado pelo ligante tal como EGF.

[000346] A habilidade de uma mistura de dois anticorpos, 992 e
1024, em induzir a internalizagdo de EGFR foi investigada usando
microscopia confocal. Células A431-NS e HN5 foram semeadas em
laminas em estojos de 8 pocos da Lab Tek e incubadas por uma noite
em DMEM contendo FBS 0,5%. As células foram adicionadas depois a
10 pg/mL de mistura de anticorpo 992+1024 marcada com Alexa-488
ou o anticorpo de controle Erbitux e incubadas por diferentes periodos
de tempo. As imagens foram feitas com uma ampliagdo de 60x usando
um microscopio confocal da Biorad tanto com um orifico grande
quanto com um orifico pequeno.

[000347] Resultados: Como mostrado na figura 29A, a adi¢éo de
anticorpos 992 e 1024 especificos para EGFR marcados com Alexa-
488 por 2 horas levou ao acumulo dos anticorpos em vesiculas
intracelulares em ambas as linhagens celulares A431-NS e HNS5.
Erbitux, ao contrario, é principalmente encontrado na superficie
celular. A figura 29B mostra imagens de células A431-NS usando um
orifico pequeno, o que resulta em imagens de sec¢des mais finas das
células. Esta claro a partir dessas imagens que os anticorpos
992+1024 estao localizados dentro das células, enquanto que Erbitux
€ encontrado principalmente na superficie celular. A figura 30 mostra
0 prazo da internalizacido mediado por 992+1024 e tdo precoce quanto
30 minutos depois da adicdo dos anticorpos eles podem ser
encontrados em vesiculas intracelulares. Depois de 4 horas, quase
todos os anticorpos 992+1024 s&o encontrados dentro das células com
pouca ou quase nenhuma coloracdo superficial. Erbitux, ao contrario,
permanece na superficie celular. Também foram obtidas evidencias que
mostram que a internalizagdo induzida por 992+1024 leva a uma
degradacao sustentada e remog¢ao de EGFR das células.

[000348] Portanto a combinagdo dos anticorpos 992 e€1024 induz
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rapida e poderosamente a internalizacdo de EGFR enquanto que
Erbitux ndo o faz.

Exemplo 14: Medida das afinidades de anticorpo com ressonancia de
plasma de superficie

[000349] Medida de afinidades monovalentes de anticorpos IgG
Sym004 contra ECD de EGFR soluvel.

[000350] A analise cinética de anticorpos IgG de extensdo completa da
invencao foi realizada em um BlAcore 2000, empregando um ensaio
como descrito em (Canziani, Klakamp, et al. 2004, Anal. Biochem,
325:301-307), que permite a medida de afinidades monovalentes de
moléculas completas de IgG contra um antigeno soluvel.
Resumidamente, aproximadamente 10.000 Ru de anticorpo policlonal
anti-Fc de 1gG foram conjugadas a superficie de um chip CM5 de acordo
com as instrucbes do fabricante, seguia pela captura de 25 ug de
anticorpos anti-EGFR individuais da invengédo ou o controle negativo
Synagis sobre a superficie do chip anti-Fc. A densidade da I1gG
capturada foi otimizada para cada clone tal que a ligagao do antigeno de
maior concentracdo empregado no ensaio ndo excedeu 25 Ru. Depois,
250 pL de ECD de EGFR soluvel humano, previamente mostrado conter
apenas proteina monovalente por cromatografia de exclusdo em gel,
foram injetados em uma taxa de fluxo de 25 pyL/min em diluicdes seriadas
de duas vezes em tampédo HBS-EP para gerar curvas de resposta. A
superficie do chip foi regenerada entre ciclos pela remocdo dos
complexos capturados de anticorpo/antigeno com uma injecao em 10
segundos de 100 mM de H3POas. A analise cinética foi realizada primeiro
pela subtracdo da resposta do fluxo celular contendo o anticorpo de
controle negativo Synagis , seguida pela subtracdo da resposta gerada
pela injecdo de tamp&o HBS-EP apenas (“referéncia dupla”). A constante
de associacédo (ka) e a constante de dissociagdo (kd) foram avaliadas

globalmente a partir dos sensogramas gerados com o programa de
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avaliacao BIA 4.1 fornecido pelo fabricante.
[000351] Reagentes:

1. chip CM5; Biacore, Cat. No. BR-1000-14

2. NHS; Biacore BR-1000-50

3. EDC; Biacore BR-1000-50

4. Tampéao acetato 10mM pH 4,5; Biacore, Cat. No. BR-
1003-50

5. Anti-Fc de IgG humana de cabra; Caltag, Cat. No.
H10500

6.Etanolamina, 1,0M pH 8,5; Biacore BR-1000-50

7.Tampao de corrida 10 x HBS-EP: HEPES 0,01 M pH 7,4,
NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensoativo P20 0,005% v/v
8.Antigeno: Dominio extracelular de EGFR humano com 6xHis.
9. H3PO4 100 mM
[000352] As afinidades monovalentes calculadas das IgGs de
extensao completa da invencido contra ECD de EGFR humano soluvel
sdo mostradas na Tabela 8 abaixo.

Tabela 8. Afinidades medidas de anticopos IgG anti-EGFR
contra o receptor soluvel. As medidas dos anticorpos foram realizadas por
Ressonéncia de Plasma de Superficie em um BlAcore 2000 empregando o
programa de avaliagcdo fornecido pelo fabricante. * A afinidade de 992 foi

determinada pela Anélise de Scatchard. NA. Ndo aplicavel.

IgG kon (M s™) |  koff (1/s) ty2 (min) Kp (nM)
992* NA NA 0,2 170,0
1024 1,8E+05 4,9E-03 2,4 26,7
1030 1,3E+04 3,7E-04 31,1 29,2
1254 8,1E+04 1,0E-03 11,3 12,7
1260 3,7E+04 1,6E-04 74,1 42
1261 1,7E+05 3,2E-03 3,6 18,6
1277 1,3E+05 5,3E-05 217,6 0,4
1284 3,2E+04 1,5E-04 78,1 46
1320 1,2E+05 2,8E-03 4,1 24,2
1347 2,4E+04 5,0E-04 22,9 214
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[000353] A maioria dos anticorpos Sym004 testados reconheceu o
ECD de GFR humano soluvel com afinidades na faixa de 10 — 20 nM,
exceto 1260, 1277 e 1284 que tiveram afinidades maiores de 4,2 nM,
0,4 nM e 4,6 nM respectivamente. Finalmente, 992 foi encontrado se
ligar ao ECD de EGFR soluvel com uma afinidade muito menor do que
os outros anticorpos testados. Consequentemente, a analise cinética
desse anticorpo teve que ser determinada pela analise de Scatchard
que revelou uma afinidade de 170 nM contra o ECD de EGFR humano
soluvel.

[000354] Medida das afinidades de Fab de anticorpos Sym004 contra
ECD de EGFR recombinante imobilizado.

[000355] Para investigar as possiveis diferengas na apresentacao do
antigeno entre ECD de EGFR apresentado em forma soluvel e
imobilizada, uma nova medida de afinidade sobre um antigeno de
receptor de EGFR quimérico imobilizado, denominado EGFR-Fc (R&D
Systems, 344-ER), que consiste em ECD de EGFR humano fundido
com Fc de IgG humana, foi realizada. Para esse propésito, fragmentos
Fab dos anticorpos 1gG 992, 1024 e 1030 foram gerados para permitir
a medida das afinidades monovalentes.

[000356] Producao de Fab:

[000357] Os fragmentos Fab de 992, 1024 e 1030 foram produzidos
pela digestdo com Papaina usando um kit de preparagcdo de Fab da
Pierce e seguindo as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente, 2 mg
de cada anticorpo IgG foi trocado em tampdo em colunas NAP-5
(Amersham Biosciences) com tampao de digestdo recém preparado
contendo Cisteina-HCI 20 mM, pH 7.,0 seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Depois, 350 yL de uma pasta de esferas de Papaina foram
lavados duas vezes no mesmo tampdo de digestdo antes que as
esferas fossem centrifugadas e o sobrenadante descartado. Os

anticorpos foram digeridos pela adicado de 1 mL de tampéao de troca de
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anticorpo IgG as esferas e incubagdo por uma noite a 37°C com
agitacdo a 1000 rpm. Na manhd seguinte, IgG nao digerida foi
separada dos Fab brutos pela deplegao de IgG de extensdo completa
sobre colunas HiTrap Protein A (GE Healthcare). O Fab produzido foi
finalmente dialisado contra PBS por uma noite e analisado por SDS-
PAGE sob condi¢des redutoras e nao redutoras. Uma banda de proteina
de aproximadamente 50 kDa sob condi¢des n&o redutoras foi tomada
como uma indicacao da producéao bem sucedida de Fab.

[000358] Reagentes:

1.Kit de preparacdo ImmunoPure Fab; Pierce; No. cat.

44885

2.Coluna de dessalinizagao NAP5; Amersham, No. cat. 17-
0853-02

3. PBS pH 7,2; Gibco; #20012-019

4. HiTrap Protein A HP, coluna de 1 mL; GE Healthcare;
#17-0402-01

5. NuPAGE 4-12% Novex Bis-Tris Gel; Invitrogen;
#NP0322BOX

6. Marcador molecular. Seeblue Plus 2; Invitrogen;
#LC5925

7. Anticorpos anti-EGFR — 2,0 mg de cada
[000359] A analise cinética dos Fab de anticorpos da invencgao foi
realizada em um Biacore 2000 usando antigeno recombinante
imobilizado sobre a superficie do sensor em uma densidade muito
baixa para evitar as limitacdes do transporte em massa.
Resumidamente, um total de 285 Ru de quimera recombinante ECD
de EGFR-Fc (R&D Systems, No. Cat. 344-ER) foi conjugado a
superficie de um chip CM% de acordo com as instrugcbes do
fabricante. Depois, os fragmentos Fab derivados dos anticorpos da

invencdo foram testados em diluicbes seriadas de duas vezes,
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comecando em uma concentracdo otimizada que nao resultou em
valores de Ru Max acima de 25, quando testados sobre o chip com
EGFR imobilizado. A analise cinética foi realizada primeiro pela
subtracdo da resposta gerada pela injecdo apenas de tampao HBS-
EP. A constante de associagao (ka) e a constante de dissociagao (kd)
foram avaliadas globalmente a partir dos sensogramas gerados com o
programa de avaliagéo BIA 4.1 fornecido pelo fabricante.

[000360]

invencgéo contra ECD de EGFR humano imobilizado sdo mostradas na

As afinidades calculadas dos fragmentos Fab testados da

Tabela 9 abaixo.

Tabela 9: Afinidades medidas de Fab de anticorpos anti-
EGFR contra receptor imobilizado. As medidas dos anticorpos foram
realizadas por Ressonéncia de Plasma de Superficie em um BlAcore
2000, empregando o programa de avaliacéo fornecido pelo fabricante.
* A afinidade de 992 foi determinada pela analise de Scatchard. NA

Néo aplicavel.

Fab kon (M's™) | koff (1/s) ty2 (Min) Kp (nM)
Fab 992* N.A. N.A. 0,2 150,0
Fab 1024 1,9E+05 4,9E-03 23 25,6
Fab 1030 8,7E+04 2,0E-04 57,5 2,3

[000361]
de 992 e 1024 foram encontrados ter afinidades de 150 nM e 26 nM,

respectivamente em concordancia com as afinidades apresentadas no

Como apresentado na Tabela 9 acima, os fragmentos Fab

exemplo anterior, ilustrando pequenas diferenca no reconhecimento
pelo anticorpo contra EGFR soluvel e imobilizado para esses dois
anticorpos. Entretanto, o anticorpo 1030 exibiu uma afinidade dez
vezes maior de 2,3 nM contra o antigeno imobilizado quando
comparado ao receptor soluvel e, consequentemente, reconheceu
preferencialmente um epitopo exposto sobre um antigeno imobilizado.

Exemplo 15: Investigacdo da apresentagcdo de antigeno EGFR e
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classificagao das afinidades funcionais sobre células A431-NS.
[000362] Comparacdo entre a apresentacdo de antigeno sobre
células A431-NS e o receptor EGFR de extensdo completa purificado.
[000363] Como a analise cinética revelou que o anticorpo 992
reconheceu o ECD de EGFR recombinante com uma afinidade entre
150-170 nM, foi investigado se essa afinidade fraca era devida ao fato
de que o mAb 992 preferencialmente se ligava a conformagdes nativas
de EGFR como expressas sobre células A431-NS em oposicdo as
conformagdes apresentadas de ECD de EGFR recombinante ou
EGFR de extensdo completa purificado de células A431. Para
investigar as diferengas nas apresentacdes de antigeno do receptor de
EGF, estudos de ligacdo por ELISA concomitantes de uma
subpopulacdo dos anticorpos da invencao foram realizados com
fragmentos Fab para evitar os efeitos de avidez sobre as células A431-
NS e EGFR de extensdo completa purificado das mesmas células.
Producdo de Fab: A producdo dos fragmentos Fab foi
realizada como descrito no exemplo 14.
[000364] ELISA indireto: Para o ELISA indireto, EGFR de extenséao
completa (Sigma E2645) foi coberto com 1ug/mL de tampao
Carbonato (50 pL/pogo) por uma noite a 4°C. Na manha seguinte, os
pocos foram lavados duas vezes com PBS-T e bloqueados por uma
hora com PBS-T contendo BSA 1% em temperatura ambiente, seguido
por duas lavagens em PBS-T. Depois, 50 yL de diluicbes seriadas de
Fab de anticorpos em DMEM contendo BSA 1% foram adicionados a
pocos independentes de ELISA e incubados por 1 hora em
temperatura ambiente, depois do que os pocos foram lavados quatro
vezes com PBS-T. Depois, 50 yL de um conjugado secundario de
cabra anti-humano (especifico para Fab)-HRP, diluido 1:5000 em
DMEM contendo BSA 1%, foram adicionados e incubados em gelo por

30 min Finalmente, os pocos foram lavados quatro vezes com PBS-T
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e as placas desenvolvidas pela adicao de 50 pL/poco de substrato
TMB e lidas a 620 nm a cada 5-15-30 min Depois da incubagao, a
reagao foi paralisada pela adicdo de H.SO4 1 M e a absorbancia lida a
450 nm.
[000365] Reagentes, ELISA indireto:

1. Tampéo de cobertura: tampao Carbonato 50 mM, pH 9,8

2. Antigenos: EGFR de tipo selvagem de extenséao
completa purificado de células A431; Sigma E2645

3. Placa de ELISA: NUNC Maxisorp; No. cat. 442404

4. Tampao de lavagem: 1 x PBS/Tween 20 0,05% (PBS-T)

5.Tampao de diluicdo/bloqueio: BSA 1% em PBS-T (PBS-T-
BSA 1%)

6. Tampao de diluicdo de anticorpo: DMEM contendo BSA
1%

7. Conjugado de cabra anti-humano (especifico para Fab)-
HRP: Jackson, No. Cat. 109-035-097

8. Substrato TMB PLus: KemEn Tec, No. Cat. 4390L

9.H2S041 M
[000366] ELISA de célula: As afinidades relativas de ligagcao
definidas como a concentragdo molar que fornece a metade da OD
maxima (ED50) foram determinadas pelas titulagbes de anticorpos em
células A431-NS. Resumidamente, 10.000 células A431-NS foram
cultivadas em placas de ELISA de 96 pocos contendo DMEM com
adicao de FCS 0,5% e P/S 1% a 37°C, CO2 5% por uma noite. Na
manha seguinte, as células confluentes (aproximadamente 20.000 por
poco) foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas pela incubacéo
com solugcdo de paraformaldeido 1% por 15 min em temperatura
ambiente, seguida pela lavagem quatro vezes com PBS. Depois, os
anticorpos para EGFR testados e o anticorpo de controle negativo

Synagis foram diluidos seriadamente em DMEM contendo BSA 1% e
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50 uL de cada diluicao adicionados aos pocos € incubados por 1 hora
em temperatura ambiente, depois do que os pocgos foram lavados
quatro vezes com PBS. Depois, 50 uL de um conjugado secundario de
cabra anti-humano (especifico para Fab)-HRP diluido 1:5000 em
DMEM contendo BSA 1% foram adicionados e incubados sobre gelo
por 30 min. Finalmente, os pocos foram lavados quatro vezes com
PBS e as placas desenvolvidas pela adicdo de 50 ulL/pogo de
substrato TMB Plus e lidas a 620 nm a cada 5-15-30 min Depois da
incubacdo, a reacao foi paralisada pela adicdo de H.SOs 1 M e a
absorbancia lida a 450 nm. A afinidade funcional expressa como
valores de ED50 foram calculadas pela subtracdo da média da ligacao
antecedente apenas com reagente secundario, seguida pela
normalizagdo da das curvas de ligacdo pela plotagem % de ligagao
maxima em relag&do a cada anticorpo testado.
[000367] Reagentes, ELISA celular:

1. Meio DMEM: Gibco, No. Cat. 41966-029

2. FCS: Gibco, No. Cat. 10099-141

3. Penicilina/estreptomicina (P/S): Gibco, No. Cat. 15140-

122

4. Placa de ELISA: Costar, No. Cat. 3595

5. Tampao de lavagem (PBS): Gibco, No. Cat. 20012-019

6. Tampao de diluicdo de anticorpo: DMEM contendo BSA
1%

7. Solucao de fixagao de célula: BD Biosciences, No. Cat.
340181

8. Conjugado de cabra anti-humano (especifico para
Fab)-HRP: Jackson, No. Cat. 109-035-097

9. Substrato TMB PLus: KemEn Tec, No. Cat. 4390L

10. H2SO41 M

[000368] As diferencas na apresentacdo de antigeno sobre o
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receptor de EGF expresso sobre células A431-NS e sobre o receptor
purificado das mesmas células foram determinadas com estudos de
ligacdo com ELISA concomitante, empregando o mesmo reagente de
anticorpo secundario e tempos de incubacido. Os resultados sao
mostrados na figura 31. O experimento mostrou claramente que Fab
de anticorpos 992 e 1024 se ligam fracamente a pogos de ELISA
cobertos com EGFR de extensdo completa purificado quando
comparada com a ligacdo das mesmas concentragoes de Fab 1030.
Entretanto, essa atividade de ligacdo fraca de 992 e 1024 foi
restaurada quando os anticorpos foram testados sobre células A431-
NS contra todos os trés Fabs mostrados com atividade de ligacéo
acentuada. A comparacdao dos dois ELISAs diferentes ilustrou
claramente uma preferéncia dos Fabs 992 e 1024 pela ligacdo com
conformacdes nativas de EGFR quando expressas sobre superficies
celulares em oposicdo as conformacbdes apresentadas sobre o
antigeno purificado em pogos de ELISA. O resultado também sugeriu
que a afinidade fraca aparente de 992 medida com a ressonancia de
plasma de superficie em ECD de EGFR recombinante soluvel e
imobilizado foi devida a apresentagao desfavoravel do epitopo do
anticorpo 992 nos sistemas testados.
[000369] Classificacao de afinidades funcionais de células A431-NS.
[000370] Os ELISAs de célula realizados como descrito acima foram
usados para classificar as afinidades funcionais de IgG e fragmentos
Fab de 992, 1024, 1030, Vectibix e Erbitux, pelo calculo dos valores de
metade da OD maxima expressos como valores de ED50. O resultado
dessa analise é mostrado na figura 32 e os valores calculados de
ED50 sao apresentados na Tabela 10 abaixo.

Tabela 10: Classificacdo de afinidades funcionais
expressas como valores de ED50 baseados nos efeitos de avidez de

IgG ou da afinidade monovalente de Fab. Os valores de ED50 foram
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determinados pelas titulacbes seriadas de anticorpo sobre células

A431-NS. SD: desvio padrdo de ajuste de curva.

IgG Avidity Avidez de IgG Afinidade de Fab
IgG Log_; EDS0 ED50 nM SD Fab Log ED50 ED50 nM SD
992 -0.56 0.3 0.04 992 1.00 9.9 0.11
1024 -0.49 0.3 0.05 1024 0.30 2.0 0.02
1030 0.17 15 0.02 1030 0.27 1.8 0.05
Vectibix -0.15 0.7 0.04 Vectibix 0.08 1.2 0.04
Erbitux -0.23 0.6 0.04 Erbitux -0.07 0.8 0.06

[000371] O experimento mostra claramente que quando os efeitos da
avidez foram levados em consideracéao, a Ig 992 e 1024 pareceram se
ligar a células A431-NS com maior avidez do que os anticorpos Erbitux
e Vectibix, enquanto que Ig 1030 tinha a menor afinidade dos
anticorpos testados. Entretanto, quando a afinidade monovalente de
células foi determinada usando fragmentos Fab, 992 teve a afinidade
mais baixa, de aproximadamente 10 nM. Nao obstante, essa afinidade
monovalente funcional ainda foi 15 vezes menor do que testada com
BlAcore.

Exemplo 16: Investigacdo da intensificacdo da ligagdo induzida por
anticorpo.

[000372] O experimento de competicdo BlAcore realizado sobre
pares de anticorpos da invengao revelou que a ligagao de 992 e 1024
estava intensificada aproximadamente em 55% e 58%,
respectivamente (figura 9A), quando esses anticorpos eram testados
um contra o outro em ambas as direcbes. Para investigar esse
fenbmeno adicionalmente, um ELISA de célula que usa células nao
fixadas foi realizado para investigar o efeito da ligacdo de IgG de um
clone de anticorpo antes da saturagdo do receptor com o fragmento
Fab de um anticorpo que se liga a um epitopo nao superposto.
[000373] ELISA de célula: O ELISA foi realizado essencialmente

como descrito no exemplo 15 com modificacbes. As células foram
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deixadas nao fixadas para permitir a flexibilidade conformacional de
EGFR depois das adigdes de anticorpo. Resumidamente, 10.000
células A431-NS foram cultivadas em placas de ELISA de 96 pocos
contendo DMEM com a adicdo de FCS 0,5% e P/S 1% a 37°C, CO2
5% por uma noite. Na manhd seguinte, as células confluentes
(aproximadamente 20.000/pogo) foram lavadas duas vezes com PBS
€ 0S pogos para a investigacado da intensificacido da ligacao induzida
por anticorpo foram pré-incubados com 25 uL de fragmentos Fab
isolados de 992, 1024 ou 1030 ou 12,5 yL de 80 nM de cada Fab #
isolado em combinag¢des duplas que mostraram previamente fornecer
ligacdo saturada. 25 pyL de DMEM contendo BSA 1% foram
adicionados aos pogos usados para testar os anticorpos IgG sem
fragmentos Fab adicionados. Depois da adicdo de Fab e meio, os
pocos de ELISA foram incubados por 30 min em temperatura
ambiente, depois do que 25 pL de diluicbes seriadas trés vezes de
IgGs da invencéo ou controle negativo Synagis, comeg¢ando com uma
concentracao de 360 nM, foram adicionadas aos pocos e incubadas
em gelo por uma hora. Depois, 0s pocos foram lavados quatro vezes
com PBS e 50 pL de um conjugado secundario monoclonal de
camundongo anti-humano (especifico para Fc)-HRP diluido 1:5000 em
DMEM contendo BSA 1% foram adicionados e incubados em gelo por
30 min. Finalmente, os pocos foram lavados quatro vezes com PBS e
as placas desenvolvidas pela adicédo de 50 pyL/poco de substrato TMB
Plus e lidas a 620 nm a cada 5-15-30 min. Depois da incubagao com
substrato, a reacao foi paralisada pela adicdo de H.SOs 1 M e a
absorbancia lida a 450 nm. A afinidade funcional expressa como
valores de ED50 foi calculada pela subtracdo da média da ligacao
antecedente apenas com reagente secundario, seguida pela
normalizagdo das curvas de ligagao plotando o % de ligagdo maxima

em relag&o a cada anticorpo testado.
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[000374] Reagentes, ELISA celular:
1. Meio DMEM: Gibco, No. Cat. 41966-029
2. FCS: Gibco, No. Cat. 10099-141
3. Penicilina/estreptomicina (P/S): Gibco, No. Cat. 15140-

122
4. Placa de ELISA: Costar, No. Cat. 3595
5. Tampao de lavagem (PBS): Gibco, No. Cat. 20012-019
6. Tampao de diluicdo de anticorpo: DMEM contendo BSA
1%

7. Conjugado de camundongo anti-humano (especifico
para Fc)-HRP: Ab-direct, No. Cat. MCAG47P

8. Substrato TMB Plus: KemEn Tec, No. Cat. 4390L

9. HSOs+1 M
[000375] As investigagdes das intensificagdes de ligagao induzidas
por anticorpo foram determinadas pelos estudos de ligacdo ELISA
concomitantes, empregando 0 mesmo reagente de anticorpo
secundario e tempos de incubacdo. O resultado do estudo € mostrado
na figura 33 e os valores calculados de ED50 na Tabela 11 abaixo.
Tabela 11: Classificagdo de afinidades funcionais expressas como
valores de ED50 baseada nos efeitos de avidez de IgG com ou sem
saturagdo prévia do receptor com os fragmentos Fab listados. Os
valores de ED50 foram determinados pelas titulagbes seriadas de
anticorpo sobre células A431-NS. SD: desvio padrdo de ajuste de

curva.
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I9G Log ED50 | ED50 nM SD
I9G 992 -0.24 0.6 0.07
IgG 992 / Fab 1024 0.31 0.5 0.02
IgG 992 / Fab 1030 038 0.4 0.05
lgG 992 / Fab 1024 & 1030 0.34 0.5 0.04

IgG Log ED50 | ED50 nM SD
IgG 1024 -0.01 1.0 0.01
IgG 1024 / Fab 992 0.05 0.9 0.04
IgG 1024 / Fab 992 & 1030 008 0.8 0.02

IgG Log ED50 | ED50 nM SD
1gG 1030 0.33 2.2 0.06
IgG 1030 / Fab 992 0.20 16 0.03
IgG 1030 / Fab 992 & 1024 0.34 2.2 0.06

[000376] Como apresentado na figura 33 e na Tabela 11 acima, I1gG
992 mostrou uma intensificagéo clara da ligagcédo antes da saturacéo do
receptor com fragmentos Fab de 1024 ou 1030 ou de 1024 junto com
1030. A incubagao com fragmentos Fab resultou em valores de ED50
diminuidos de 0,5; 0,4 e 0,5 nM, respectivamente, comparados com
0,6nM quando IgG 992 foi testada sozinha. Igualmente, IgG 1024 e
1030 também mostraram ligagdo aumentada quando as células eram
saturadas primeiro com Fab 992 e apenas 1024 quando ambos os Fab
992 e 1030 eram adicionados as células antes da IgG. O resultado
ilustra claramente os beneficios de haver mais do que um anticorpo
contra epitopos nao superpostos sobre o mesmo receptor alvo.

[000377] Afinidades funcionais discretamente menores foram
determinadas nesse experimento quando comparadas com o exemplo
2. Esse resultado é provavelmente devido ao fato de que um reagente
secundario diferente foi usado no presente exemplo e devido ao fato

de que as IgGs testadas foram incubadas com células nao fixadas
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sobre gelo para evitar a internalizagao.

Exemplo 16B: Clonagem de EGFR de extensdo completa de
Cynomolgus
[000378] O EGFR de extensdo completa de Cynomolgus incluindo o
peptideo de sinal foi clonado a partir do cDNA de Cynomolgus isolado
da epiderme pelo uso de nested PCR e iniciadores especificos para a
sequéncia derivados da sequéncia publicada de EGFR humano de
extensdo completa (GENBANK X00588, Ulirich, A. Et al. Nature
309(5967), 418-425 (1984)).
[000379] Reagentes de PCR:

cDNA de Macaco Cynomolgous isolado da epiderme da
pele normal

CytoMol Unimed, Cat. No: ccy34218, Lote No: A711054.

Tampé&o de reagdo FastStart (10X): Roche, Cat. no: 03 553
361 001

Enzima FastStart: Roche, Cat. No. 03 553 361 001

Enzima Phusion: Finnzymes, F-530S (2 U/uL).

dNTP 25 mM: Bioline, Cat. No: BIO-39029
[000380] Iniciadores para a amplificacdo de EGFR de extensao
completa de Cynomolgus incluindo a sequéncia de sinal Iniciador:

5 ATG: 5-TCTTCGGGAAGCAGCTATGC-3’ (SEQ ID NO
135)

Iniciador STOP 3’: 5’- TCATGCTCCAATAAATTCACTG -3
(SEQ ID NO 139)
[000381] Condicdes de PCR:

95°C/2 min, 40 ciclos: 95°C/30 seg, 55°C/30 seg, 72°C/3
min 30 seg com uma incubagao final a 72°C por 5 min.
[000382] Iniciadores para nested PCR que amplificam EGFR de
extensdo completa de Cynomolgus e incorporam os sitios de restricao
Not e Xho:
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E579 Cyn Not5' 5 -
GGAGTCGGCGGCCGCACCATGCGACCCTCCGGGACGG-3  (SEQ
ID NO 140)

E580 Cyn Xho5' 5 -
GCATGTGACTCGAGTCATGCTCCAATAAATTCACTGC-3 (SEQ ID
NO 141)

[000383] Condicdes de PCR:
[000384] 95°C/ 2 min, depois 30 ciclos: 95°C/30 seg de fusao,
55°C/30 seg de anelamento, 72°C/3 min de alongamento. Depois de
30 ciclos, os produtos de PCR foram deixados alongar por um
adicional de 10 min.
[000385] As reacdes de PCR foram realizadas com 0,5 pL de modelo
e 0,1 yL de enzima Phusion, 0,4 pL de enzima FastStart em um
volume total de 50 pL de tamp&o de reacdo com uma concentragao
final de 1 x tampéo FastStart, 0,2 nM dNTP e 0,2 uM de cada iniciador.
[000386] Um fragmento de PCR com uma extensdo aparente de
aproximadamente 4000 pb foi obtido e clonado usando o kit de
clonagem TOPO TA (Invitrogen, Parte No. 4506-41) e sequenciado. A
sequéncia de DNA e de proteina de EGFR clonado de Cynomolgus
sdo mostradas na figura 34. Um alinhamento de sequéncias de
proteinas de EGFR humano e de EGFR de Cynomolgus mostrou
99,2% de identidade de sequéncia.

Demonstragdo da reatividade cruzada de anticorpo entre
EGFR de extensdo completa de humano e de Cynomolgus pela
analise FACS.
[000387] EGFR de extensdo completa humano e de Cynomolgus
foram expressos sobre a superficie de células CHO pela transfeccao
estavel e as células testadas quanto a ligacdo por um painel de
anticorpos para EGFR seriadamente diluidos pela analise FACS. As

determinacdes foram feitas sob condigcdes dependentes de Kp, pela
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manutencao de um excesso molar de anticorpo que era pelo menos 5
vezes maior do que o numero de moléculas de antigeno EGFR
expressas sobre a superficie da célula de um nuamero fixo de células
em todas as séries de diluicdo do anticorpo. Esse ajuste permitiu a
analise FACS da ligacdo do anticorpo com saturacdo completa de
receptor para todas as concentracdes de anticorpo testadas.

[000388] Resumidamente, a analise quantitativa FACS foi realizada
sobre um arranjo BD FACS Bioanalyzer System para determinar o
numero de moléculas de EGFR expressas sobre a superficie de
células CHO, transfectadas tanto com EGFR de extensao completa de
humano quanto de Cynomolgus. A analise foi realizada pela titulagédo
de IgG Erbitux marcada com PE sobre as células e determina o
numero de moléculas de PE equivalentes pela comparacido com uma
curva padronizada feita a partir de particulas de calibracdo Rainbow
com densidade de PE conhecida. A analise quantitativa revelou que as
células CHO transfectadas com EGFR exibiam aproximadamente
350.000 moléculas sobre a superficie de cada célula. Depois, diluicdes
seriadas 5 vezes de anticorpos da invengao, comegando com 5 nM,
foram comparadas pela incubacdo com 10.000 células CHO
transfectadas com EGFR em volumes crescentes, permitindo pelo
menos um excesso molar de anticorpo de 5 vezes sobre a superficie
exibida do antigeno de EGFR em cada determinagdo. Os anticorpos
foram incubados com as células por 14 horas em um agitador, para
promover a saturagdo completa do antigeno em todas as
concentracdes de anticorpo testadas, enquanto o tampéo de FACS era
adicionado com NaNsz 0,02% e a temperatura mantida a 4°C para
evitar a internalizacdo do receptor. Depois da incubacao, as células
foram peletizadas a 1200 rpm por 5 min a 4°C e ressuspensas em 200
ul de tampao de FACS. Depois, as células foram coradas com um

F(ab’). de cabra anti-Fc gama de IgG humana PE diluido 1:500 e
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incubadas por 30 min a 4°C em um agitador. Finalmente, as células
foram lavadas duas vezes em tampao de FACS e analisadas em um
arranjo BD FACS Bioanalyzer System com bloqueio de células CHO
que expressam EGFR que apresentam propriedades de dispersao
uniformes a frente/laterais.
[000389] Reagentes de FACS:

Particulas de calibragdo Rainbow: BD, no. cat. 559123

Tampao de FACS: 1x PBS + FCS 2% + NaN3 0,02%

F(ab’)2 de cabra anti-Fc gama de IgG humana PE: Jackson
ImmunoResearch, no. cat. 109-116-170
[000390] O ensaio de ligacdo FACS descrito foi usado na
determinacao da reatividade cruzada dos anticorpos 992 e 1024 anti-
EGFR e comparados com um anticorpo de controle IgG 1320, que néo
tem reacédo cruzada com EGFR de Cynomolgus. Como mostrado na
figura 40 abaixo, o ensaio FACS descrito foi muito bom para
discriminar os anticorpos que exibem boa reatividade cruzada entre
EGFR de extensdo completa de humano e de Cynomolgus (figura
40A, 1gG992 e figura 40B, IgG1024) e anticorpos especificos para a
espécie que reconhecem apenas o EGFR humano de extensao
completa (figura 40C, 1gG 1320). A Partir dessa analise, conclui-se
que ambas IgG 992 e 1024 exibiam excelente reatividade cruzada
contra ambos os EGFR de extensdao completa de humano e de
Cynomolgus expressos sobre a superficie de células CHO
estavelmente transfectadas. A diferenga na ligacdo entre EGFR de
humano e cynomolgus é surpreendente a vista do alto grau de
similaridade de sequéncia e sublinha a importancia de testar
anticorpos quanto a ligagdo a sequéncia alvo exata nos animais
usados para estudos toxicoldgicos pre-clinicos.
Exemplo 17: Clones homélogos a 992, 1024 e 1030

[000391] O rastreamento de clones de anticorpo que se liga a EGFR,
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baseado em ensaios imunossorbentes (ELISA e ensaios baseados em
célula), levou a identificacdo de clones 992, 1024 e 1030 como
descrito nos exemplos anteriores. Clones especificos para EGFR,
homologos a 992, 1024 e 1030 também foram identificados (tabela
12).

[000392] Os clones que pertencem ao mesmo cluster sdo esperados
ter a mesma especificidade de ligacdo, mas podem se ligar com
afinidades diferentes. Portanto, clones dentro do mesmo cluster
podem substituir um ao outro nas composicbées de anticorpo da
presente invencao, desde que as afinidades de ligagao dos clones néo

difiram muito.
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Tabela | IGHV

12

Cluster | Nome Gene IGHV Gene CDR3 SEQ Nimero de | Mutagdes somaticas
do IGHJ ID NO | mutagodes
Clone somaticas

992 1209 IGHV1S22*01 | IGHJ4*01 | CTRNGDYYISSGDAMDYW | 110 4 H46P,G61R,G76A,H90Q
1204 IGHV1S22*01 | IGHJ4*01 | CTRNGDYYVSSGDAMDYW | 111 5 H46P,G59D,G61R,G76A,H90Q
992 IGHV1S22*01 | IGHJ4*01 | CTRNGDYYVSSGDAMDYW | 111 4 H46P,G61R,G76A,H90Q
996 IGHV1S22*01 | IGHJ4*01 | CTRNGDYYVSSGDAMDYW | 111 4 H46P,G61R,G76A,H90Q
1033 IGHV1S22*01 | IGHJ4*01 | CTRNGDYYVSSGDAMDYW | 111 4 H46P,G61R,G76A,H90Q
1220 IGHV1S22*01 | IGHJ4*01 | CTRNGDYYVSSGDAMDYW | 111 4 H46P,G61R,G76A,H90Q
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1030 | 1195 | IGHV5S9*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 12 K14R,M39L,T55S,S58G,G59V,Y62T,T63Y,Y66-

,Y67F,178M,K84R,T86I

1030 | IGHV5S9*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 12 M39L,K48R,T55S,S58G,G59V,Y62T,T63Y,Y66-
,Y67F,I78M,K84R, T86I

1034 | IGHV5S12*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 12 M39L,T55S,156T,S58G,G59V,Y62T,T63Y,Y66-
,Y67F,I78M,K84R, T86I

1194 | IGHV5S9*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 12 M39L,T55S,S58G,G59V,Y62T, T63Y,Y66-
,Y67F,D69G,I78M,K84R,T86I

980 IGHV5S12*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 11 M39L,T55S,S58G,G59V,Y62T, T63Y,Y66-
,Y67F,178M,K84R,T86I

981 IGHV5S9*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 11 M39L,T55S,S58G,G59V,Y62T,T63Y,Y66-
,Y67F,178M,K84R,T86I

1246 | IGHV5S9*01 | IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 11 M39L,T55S,S58G,G59V,Y62T,T63Y,Y66-

,Y67F,178M,K84R,T86I
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1223 | IGHV5S9*01 IGHJ4*01 | CARGSDGYFYAMDYW | 112 | 12 | S32N,M39L,T55S,S58G,G59V,Y62T,T63Y,Y66-
,Y67F,178M,K84R,T86I
1024 | 1031 IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CARYYGYDDAMDYW | 113 | 6 Y33H,K43Q,N57H,S74N,S84P,P94L
1036 | IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CARYYGYDDAMDYW | 113 | 6 Y33H,K43Q,N57H,S74N,S84P,P94L
1042 | IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CARYYGYDDAMDYW | 113 | 6 Y33H,K43Q,N57H,S74N,S84P,P94L
984 IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CARYYGYDDAMDYW | 113 | 7 Y33H,K43Q,N57H,S74N,T79A,S84P,P94L
1024 | IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CVRYYGYDEAMDYW | 114 | 7 K14E,A17G,Y33H,N60S,T63N,L91F,P94L
1210 | IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CVRYYGYDEVMDYW | 115 |7 K14E,A17G,Y33H,N60S,T63N,L91F,P94L
1217 | IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CVRYYGYDEVMDYW | 115 | 7 K14E,A17G,Y33H,N60S,T63N,L91F,P94L
1221 IGHV1S128*01 | IGHJ4*01 | CVRYYGYDEVMDYW | 115 | 7 K14E,A17G,Y33H,N60S,T63N,L91F,P94L
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Tabela 12 | IGKV
cont.
Cluster Nome do | Gene IGHV Gene IGHJ CDR3 SEQID NO | Numero de | Mutacdes somaticas
Clone mutagoes
somaticas
992 1209 IGKV10-96*01 IGKJ1*02 CQHYNTVPPTF 116 6 A25T,S30G,Y87F,S92N,L94V,199V
1204 IGKV10-96*01 IGKJ1*02 CQHYNTVPPTF 116 6 A25T,S30G,Y87F,S92N,L94V, 199V
992 IGKV10-96*01 IGKJ1*02 CQHYNTVPPTF 116 6 A25T,S30G,Y87F,S92N,L94V, 199V
996 IGKV10-96*01 IGKJ1*02 CQHYNTVPPTF 116 7 T8A,A25T,S30G,Y87F,S92N,L94V, 199V
1033 IGKV10-94*03 IGKJ2*01 CQQFTTSPFTF 117 8 A25T,129V,S30G,Y87F,N93S,L94M,P96G, 199V
1220 IGKV10-96*01 IGKJ1*02 CQHYNTVPPTF 118 6 A25T,S30G,Y87F,S92N,L94V, 199V
1030 1195 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 3 K27Q,Y36F,Q44L
1030 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 2 Y36F,Q44L
1034 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 2 Y36F,Q44L
1194 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 2 Y36F,Q44L
980 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 3 Y36F,Q44L,Q48R
981 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 3 Y36F,Q44L,H92Y
1246 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 2 Y36F,Q44L
1223 IGKV3-12*01 IGKJ2*01 CQHSREFPLTF 119 2 Y36F,Q44L
1024 1031 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 0
1036 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 1 T85A
1042 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 1 G84R
984 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 0
1024 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 0
1210 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 1 T17A
1217 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 0
1221 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 1 S32N
1218 IGKV2-109*01 IGKJ2*01 CAQNLELPYTF 120 0
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Exemplo 18: Humanizacao de anticorpos 992 e 1024

[000393] Todos os anticorpos contém o potencial de desencadear
uma resposta antianticorpo humano. A resposta se correlaciona em
alguma extensdo com o grau de “humanidade” do anticorpo
terapéutico aplicado. Nao & possivel predizer a imunogenicidade e
dessa maneira, o antianticorpo humano, mas ha uma tendéncia na
direcdo de preferir anticorpos com um alto grau de humanidade para
uso clinico. A humanidade dos anticorpos descritos na presente
invencdo pode ser aumentada pelo processo de humanizacio
[Reichert JM. Monoclonal antibodies in the clinic. Nature Biotechnol,
2001;19:819-822; Reichert JM, Rosensweig CJ, Faden LB and Dewitz
MC. Monoclonal antibody successes in the clinic. Nature Biotechnol,
2005;23: 1073-1078].

[000394] A humanizagao de um mAb de murino é obtida, a principio,
pelo enxerto das regides determinantes de complementaridade
(CDRs) sobre as regides estruturais humanas (Frs) dos dominios de
IGHV e IGKV, com sequéncia intimamente relacionada por um
processo comumente referido como enxerto de CDR (Jones PT, Dear
PH, Foote J, Neuberger MS and Winter G. Replacing the
complementarity-determining regions in a human antibody with those
from a mouse. Nature, 1986;321:522-525). Entretanto, o simples
enxerto de CDR de apenas as regides hipervariaveis pode resultar em
afinidade diminuida, por que alguns aminoacidos ou regides
estruturais fazem um contato crucial com o antigeno ou suportam a
conformacéo das algas de CDR que se ligam ao antigeno [Queen C,
Schneider WP, Selick HE, Payne PW, Landolfi NF, Duncan JF,
Avdalovic NM, Levitt M, Junghans RP and Waldmann TA. A
humanized antibody that binds to the interleukin 2 receptor. Proc Natl
Acad Sci U S A, 1989;86:10029-10033; Al-Lazikani B, Lesk AM and

Chothia C. Standard conformations for the canonical structures of

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 168/229



160/210

immunoglobulins. J Mol Biol, 1997;273:927-948]. Consequentemente,
a humanizagado do anticorpo deve envolver o enxerto de ambas as
alcas de CDR do murino derivadas de regides variaveis sobre uma
estrutura humana intimamente homodloga enquanto mantém os
residuos chave estruturais de murino com influéncia documentada
sobre a atividade de ligagdo ao antigeno (Winter, G. and W. J. Harris.
"Humanized antibodies." Immunol.Today 14.6 (1993): 243-46). Varios
meétodos tém sido desenvolvidos e aplicados com sucesso para obter
a humanizagao enquanto se mantém a afinidade e fung&o do anticorpo
(revisado em Almagro, J. C. and J. Fransson. "Humanization of
antibodies." Front Biosci. 13 (2008): 1619-33). A humanizacao pode
ser obtida por métodos racionais, por exemplo, enxerto de CDR,
recapeamento, super-humanizagdo, otimizacdo do conteudo de
sequéncia humana, os quais recaem todos sobre a construcdo de
alguns candidatos a anticorpos humanizados. A sequéncia de
aminoacidos dos candidatos é baseada no conhecimento e predi¢cao
da estrutura do anticorpo e na contribuicdo de aminoacidos individuais
para a ligacdo ao antigeno, tanto diretamente e indiretamente através
da estabilizagcdo da estrutura global das regides interagentes do
antigeno. Geralmente, os candidatos tém que ser refinados e alguns
aminoacidos mutados de volta ao residuo original de murino, por que
cada anticorpo tem algumas restri¢oées individuais imprevistas. Comum
aos métodos € que varias rodadas sucessivas de planejamento, teste
e replanejamento podem ser necessarias para reter a afinidade e as
funcbes. Sao alternativos os métodos mais empiricos onde grandes
bibliotecas combinatorias sdo geradas e o0s anticorpos com as
caracteristicas desejadas sao enriquecidos a partir de uma associagao
de variantes pela selecdo por métodos tais como apresentagcdo em
levedura ou fago ou métodos de rastreamento alternativos.

[000395] Anticorpos anti-EGFR descritos na presente invencao
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podem ser humanizados pelo enxerto de CDR nas regides V
humanas. No cenario preferido, a regido V humana é selecionada
baseada na homologia com a regiao V original de murino. As regioes
do gene V humano com outras caracteristicas desejadas tais como
baixa imunogenicidade também podem ser usadas. O presente
exemplo descreve um método a ser usado na humanizacdo de
anticorpos quiméricos anti-EGFR 992 e 1024. As sequéncias
humanizadas dadas na figura 41A foram geradas pelo enxerto das
regidbes de CDR definidas por IMGT de IGHV de 992 em IGHV1-
46/IGHJ4 e IGKV de 992 em IGKV1-27/IGKJ1-01. As sequéncias de
aminoacidos dadas na figura 41B foram geadas in silico pelo enxerto
das regides de CDR definidas por IMGT de IGHV de 1024 em IGHV1-
2*02/IGHJ6*02 e IGKV de 1024 em IGKV2-28*01/IGKJ2*01. Genes
artificiais que codificam os anticorpos humanizados especificados sao
sintetizados e inseridos no vetor de expressao de mamifero. Os
anticorpos sdo expressos, purificados e testados quanto a atividade
como descrito no Exemplo 3. Depois do teste inicial, a cinética de
ligacdo de anticorpos humanizados pode ser determinada pela
ressonancia de plasma de superficie como descrito no Exemplo 4.
Similarmente, a ligagdo a hEGFR expresso sobre a superficie das
células pode ser determinada como descrito no Exemplo 15.

[000396] Se a atividade de ligagdo dos aminoacidos humanizados é
significativamente menor do que a observada para os anticorpos
originais, um esquema sequencial de retromutagado sera empregado
para a regeneracao da afinidade, comecando com os residuos
estruturais humanizados localizados na zona de Vernier ou os
residuos propostos para suportar a estrutura se as regides de CDR
(Foote, J. and G. Winter. "Antibody framework residues affecting the
conformation of the hypervariable loops." J Mol.Biol. 224.2 (1992): 487-

99; Padlan, E. A. "Anatomy of the antibody molecule." Mol. Immunol
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31.3 (1994): 169-217.). Esses residuos sdo na numeracao IMGT para
992 IGHV, os aminoacidos numeros 13, 45, e 80; aminoacido 25 de
992 IGKV; aminoacidos 13, 45, 80 e 82 de1024 IGHV; aminoacido 78
de1024 IGKL. Esses mutantes podem ser construidos pelo uso de
mutagénese direcionada ao sitio mediada por PCR usando métodos
de biologia molecular padronizados. Os mutantes construidos serao
testados como descrito acima. E esperado que esses conjuntos de
candidatos resultem em anticorpos humanizados com propriedades de
ligacdo ao antigeno mantidas. Entretanto, retromutagdes adicionais ou
maturacdo por afinidade pela introducdo de substituicbes de
aminoacidos nas regides de CDR pela mutagenese direcionada ao
sitio ndo podem ser excluidas.

Exemplo 19: Anticorpo com dominio variavel duplo

[000397] Uma proteina de anticorpo com dominio variavel duplo
(DVD) é manipulada pela fusdo de dominios IGHV de 992 e 1024 em
um atras do outro por um ligante com 6 aminoacidos (ASTKGP) e os
dominios IGKV de 992 e 1024 por um ligante com 5 aminoacidos
(TVAAP) [Wu C, Ying H, Grinnell C, Bryant S, Miller R, Clabbers A,
Bose S, McCarthy D, Zhu RR, Santora L, vis-Taber R, Kunes Y, Fung
E, Schwartz A, Sakorafas P, Gu J, Tarcsa E, Murtaza A and Ghayur T.
Simultaneous targeting of multiple disease mediators by a dual-
variable-domain immunoglobulin. Nature Biotechnol, 2007;25:1290-
1297]. As fusdes do dominio duplo IGHV e IGKV sao seguidas pelos
dominios IGHC e IGKC, respectivamente. Em um anticorpo DVD de
extensdo completa (992L1024), IGHV e IGKV de 992 s&o N terminais,
seguidos pelo ligante e IGHV e IGKV de 1024, respectivamente. Em
um segundo anticorpo DVD de extensdo completa (1024L.992), IGHV e
IGKV de 1024 sdo N terminais, seguidos pelo ligante e IGHV e IGKV
de 992, respectivamente. O plasmideo de DNA que codifica o

anticorpo 992 e 1024 é usado como modelo para uma construgao
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mediada por PCR em duas etapas dos genes que codificam o DVD.
As regides que codificam os dois dominios variaveis de IGHV e IGKV
sdo amplificadas primeiro separadamente tal que elas contém regides
de extensdo superpostas na posicao da regido que codifica o ligante
(para as combinagdes de modelo e iniciador veja a Tabela 13 e a
Tabela 14). O gene de IGKV que codifica o dominio variavel proximal
C terminal € amplificado tal que o gene que codifica o dominio
constante da cadeia leve (IGKC) ¢é incluido na sequéncia codificadora.
As sequéncias codificadoras e de aminoacidos das subunidades dos
anticorpos de dominio variavel duplo sdo mostradas no Apéndice 3.

[000398] A primeira PCR é preparada com a seguinte mistura em
cada tubo (reacdes de 50 uL) para obter a dada concentracao final: 1 x
tampao FastStart (Roche), mistura de dNTP (200 uM de cada),
iniciadores (10 pmol de cada) (veja Tabela 14), FastStart High Fidelity
Enzyme Blend (2,2 U; Roche) e 100 ng de plasmideo de modelo (veja
Tabela 14). A PCR foi submetida ao seguinte ciclo térmico: 2 min a
95°C, 20 x (30 seg a 95°C, 30 seg. a 55°C, 1 min a 72°C), 10 min a
72°C. Os produtos de PCR resultantes com os tamanhos corretos da
primeira reagdo de PCR (VEJA Tabela 14) sao purificados por
eletroforese em gel preparatéria e usados em uma segunda etapa
onde os dois dominios variaveis sdo combinados por PCR de
extensao de superposicao. A segunda PCR, juncdo de fragmentos de
DNA por PCR de extensdo de superposi¢cdo, € preparada com a
seguinte mistura em cada tubo (reagdes de 50 uL) para obter a dada
concentragao final: 1 x tampao FastStart (Roche), mistura de dNTP
(200 uM de cada), iniciadores (10 pmol de cada) (veja Tabela 14),
FastStart High Fidelity Enzyme Blend (2,2 U; Roche) e modelo (100 ng
de fragmento de PCR, veja Tabela 15). A PCR foi submetida ao ciclo
térmico como definido acima. Os produtos resultantes da segunda

etapa de PCR séao purificados por eletroforese preparatéria em gel de
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agarose e tratados com as enzimas de restricdo Ascl e Xhol para
IGHV duplo e Nhel e Notl para IgKV duplo (IGKC incluido). Os
fragmentos sdo ligados consecutivamente em um vetor de expressao
de IgG de mamifero, 00-VP-002 (figura 4) pela digestdo com enzima
de restricdo padronizada e procedimentos de ligagdo. O vetor de
plasmideo de expressdo resultante € amplificado em E. coli e a
preparagao de plasmideo é purificada por métodos padronizados. Os
anticorpos DVD sao expressos e purificados como no Exemplo 2 e
caracterizados quanto a atividade como no Exemplo 3-13.

[000399] Outros ligantes podem ser testados se os anticorpos
resultantes mostrarem atividade de ligacdo a hEGFR alvo reduzida ou

nula.
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Tabela 13 Iniciadores para a construgdo de anticorpos DVD de 992 e 1024

012/991

SEQ ID NO Nome do iniciador Sequéncia

121 3JH GGAGGCGCTCGAGACGGTGACTGAGGTTCCTTGAC

122 992 _5'VH CCAGCCGGGGCGCGCCGAGGTCCAACTGCAGCAACCTGGGTCTGAGCTGGTG
123 1024_5'VH CCAGCCGGGGCGCGCCCAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAACTG
124 992 5'VK catgggaatagctagccGACATTCAGATGACTCAGACTACATCCTCCCTG

125 1024_5VK catgggaatagctagccGACATCGTGATGACACAAGCTGCATTCTCCAATC

126 Kappa3’ ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTAACACTCTCCCCTGTTG

127 992H_0O3’ CTGGGGGCCCTTGGTGCTGGCTGACGAGACGGTGACTGAGGTTC

128 1024H_O5’ GCCAGCACCAAGGGCCCCCAGGTCCAACTGCAGCAGC

129 1024H_0O3 CGGGGCCCTTGGTGCTGGCTGACGAGACGGTGACTGAG

130 992H_O¥%’ GCCAGCACCAAGGGCCCCGAGGTCCAACTGCAGCAAC

131 992K_0O3 GTCTGGTGCAGCCACAGTTCGTTTGATTTCCAGCTTGGTG

132 1024K_0O5’ CGAACTGTGGCTGCACCAGACATCGTGATGACACAAGC

133 1024K_0O3’ GTCTGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCC

134 992K_0O5 CGAACTGTGGCTGCACCAGACATTCAGATGACTCAGACTAC
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Tabela 14 Combinagbes de iniciador e modelo para a 12 etapa de PCR para a construgédo de genes que codificam DVD de

012/991

992 e 1024
DVD Modelo para | Iniciadores para amplificagdo do gene IGHV | Iniciadores para amplificagdo do gene
PCR IGKV
1’ etapa de PCR 1° produto de PCR 1°etapa de PCR | 1° produto de PCR
(tamanho em pb) (tamanho em pb)
99211024 | 992 992 5'VH 992HO 992 5'VK 992KO
992H_03’ (406 pb) 992K_0O% (359 pb)
1024 1024H_O5%’ HO1024 1024K_0O5’ KO1024*
3'JH (381 pb) Kappa3’ (702 pb)
10241992 | 992 992H_0O¥% HO992 992K_0O¥% KO992
3'JH (393 pb) Kappa3’ (687 pb)
1024 1024_5'VH 1024HO 1024_5'VK 1024KO*
1024H_0O3% (392 pb) 1024K_0O3%’ (374 pb)

*A sequéncia codificadora amplificada inclui o gene IGKC.
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Tabela 15 Combinagbes de iniciador e modelo para 22 etapa de PCR, jungdo por extensdo de superposigdo, para a

construgéo de genes que codificam DVD de 992 e 0124

IGHV IGKV
DVD Modelo Iniciadores Produto (pb) Modelo Iniciadores Produto (pb)
99211024 992HO 992 5'VH 766 992KO 992 5'VK 1040
HO1024 3'JH KO1024 Kappa3d’
1024L992 HO992 1024_5'VH 766 K0O992 1024_5'VK 1040
1024HO 3'JH 1024KO Kappa3’
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Exemplo 20: Estudo de toxicidade da administracao intravenosa por 6
semanas em combinacido com Erbitux em macaco Cynomolgus
[000400] Objetivo do estudo: O objetivo do estudo foi determinar a
toxicidade do artigo de teste, 992+1024, depois da administragao
intravenosa uma vez por semana em macaco cynomolgus por 6
semanas.

[000401] Como a toxicidade € um fator que limita a dose na pratica
clinica com inibidores de EGFR como Erbitux e Vectibix, foi de grande
importdncia em um estagio precoce avaliar a tolerabilidade de
992+1024 em dose clinicamente relevante. Isso enfatizou o fato de
que 992+1024 parece ser atuante por um mecanismo diferente
daquele de outros produtos que atingem EGFR. Isso poderia levar,
potencialmente, a novos efeitos adversos ou a uma piora dos efeitos
vistos com outros inibidores de EGFR.

[000402] Grupos de trés macacos cynomolgus fémeas foram
tratados com doses IV semanais de 992+1024 de 4/2,7 e 12/8 mg/kg e
12/8 mg/kg de Erbitux por 6 semanas. As primeiras doses de 4 e 12
mg/kg sendo as doses de ataque e 2,7 e 8 mg/kg sendo as doses de
manutencdo administradas 5 vezes. A dose de 12/8 mg/kg é
equivalente a dose clinica humana de Erbitux administrada na pratica
clinica.

Projeto do Estudo

Numero do Descricdodo Grupo  Nivel da dose Volume da dose Numero de

Grupo (mg/kg/dia) (mL/kg) Animais
Fémeas

1 Controle 0 19/ 12# 1-3

2 992+1024 Baixa 4,212,7# 19/ 12# 4-6

3 992+1024 Alta 12,6 / 8# 19/ 12# 7-9

4 Erbitux 12,6 / 8# 19/ 12# 10-12

# O primeiro nivel de dose € para a dose de ataque, o segundo nivel é

para administragao do dia 8 para adiante
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[000403] Os seguintes parametros foram acompanhados durante o
estudo: Mortalidade, Sinais Clinicos, Pesos corporais, Consumo de
alimento, Hematologia, Quimica clinica, Peso dos 6rgaos, Achados
Macroscopicos

Resultados

Mortalidade: Nao houve mortes ndo programadas durante
0 curso do estudo.

Sinais clinicos: Nenhum tratamento relatou observacdes
clinicas adversas.

Pesos corporais: Nao houve efeito do tratamento tanto
com 992+1024 quanto com Erbitux sobre o peso corporal.

Consumo de alimento: Ndo houve efeitos obvios sobre o
consumo de alimento.

Hematologia: Nao houve efeitos sobre os paréametros
hematoldgicos que sugerissem um efeito do tratamento tanto com
992+1024 quanto com Erbitux.

Quimica clinica: Nao houve alteragcées nos parametros da

quimica clinica que sugerissem um efeito do tratamento com qualquer
artigo de teste.
[000404] Na semana 4, um animal tratado com 4,2/2,7 mg/kg de
992+1024/dia teve os niveis de aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase aumentados em comparacdo aos valores do pré-
tratamento. Esses niveis retornaram as faixas normais na semana 6.
Na auséncia de um efeito similar em outros animais tratados, a
significancia toxicologica desse aumento das enzimas hepaticas é
desconhecida.

Peso dos érgaos: Nao houve diferenga de significancia
toxicoldgica no peso dos 6rgéos entre animais tratados e de controle.

Achados macroscopicos: Nao houve observagdes

consistentes notadas na necropsia que sugerissem um efeito de
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992+1024 ou Erbitux.

Conclusao preliminar: Os dados preliminares mostram
que 992+1024 foi bem tolerado nas doses testadas e nenhum efeito
adverso relacionado ao tratamento foi observado.

Exemplo 21: Inibigcdo do crescimento de linhagens de
célula de cancer de pulmao
[000405] Linhagens celulares de cancer de pulmio sdo conhecidas
por expressar EGFR com mutagcbées no dominio de tirosina quinase
(Steiner et al. Clin Cancer Res 13.5 (2007):1540-51). Por um método
similar aquele usado no exemplo 6, a habilidade de uma combinagao
dos dois anticorpos 992 e 1024 em inibir o crescimento das linhagens
celulares de cancer de pulmdao HCC827 e H1975 que possuem
mutacdes diferentes de EGFR foi investigada.

Resultados

[000406] Como pode ser visto na Tabela 16 e Tabela 17, a
combinacgao de 992 e 1024 é capaz de inibir o crescimento de ambas
as linhagens celulares. A combinacdo é superior aos anticorpos
monoclonais 992 e 1024 e a Vectibix.

Tabela 16 Valores de IC50 e inibicdo maxima do crescimento dos

anticorpos contra a linhagem celular HCC827

HCC827 IC50 (ug/mL) Inibicdo maxima.
Erbitux 0,013 80 %
Vectibix 0,100 60 %
992 0,050 80 %
1024 0,034 40 %
992+1024 0,031 80 %

Tabela 17 Valores de IC50 e inibicdo maxima do crescimento dos

anticorpos contra a linhagem celular H1975

H1975 IC50 (pg/mL) Inibigado Maxima.
Erbitux 0,010 30 %
Vectibix 0,141 30 %

992 0,056 30 %
1024 - 0%
992+1024 0,024 30 %
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Exemplo 21: Eficacia sobre células resistentes a Erbitux

[000407] Para investigar se a composicdo de anticorpo com os
anticorpos 992+1024 pode inibir células resistentes a Erbitux, células
HNS resistentes a Erbitux foram geradas pela exposi¢cao continua de
células HN5 parentais a niveis crescentes de Erbitux. Uma vez que
uma associagao de células resistentes a Erbitux foi gerado, os efeitos
inibitérios de Erbitux, Vectibix e uma composicao de anticorpo com os
anticorpos 992+1024 foram testados usando um ensaio de viabilidade
com WST-1.

Método

[000408] Ceélulas HNS resistentes a Erbitux foram geradas a partir da
linhagem celular HN5S de cabecga e pesco¢co humana sensivel a Erbitux
(cetuximab) pela exposigao prolongada a concentragdes crescentes de
Erbitux durante periodos de 6 meses. Comegando com uma dose
inicial que corresponde a IC50 de cetuximab (0,05 ug/mL), a dose de
exposicdo foi progressivamente aumentada até que as células
comecgaram a proliferar com sucesso no meio contendo 10 pg/mL de
Erbitux. As células foram cultivadas em DMEM suplementado com
FBS 10% e concentragdes apropriadas de Erbitux e passadas duas
vezes por semana.

[000409] O Reagente de Proliferacdo Celular WST-1 € um substrato
pronto para uso que mede a atividade metabdlica de células viaveis e
€ presumido que a atividade metabdlica se correlacione com o numero
de células viaveis. Nesse exemplo, o ensaio com WST-1 foi usado
para medir o numero de células metabolicamente ativas depois do
tratamento com diferentes anticorpos em diferentes concentracoes.
[000410] Antes de realizar o ensaio com WST-1, os anticorpos
apropriados e misturas de anticorpo foram diluidos até uma
concentracao final total de anticorpo de 20 uyL/mL em meio apropriado

suplementado com 0,5% de FBS e 1% de P/S fornecendo uma
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concentragao final de anticorpo de 10 ug/mL no pogo contendo a mais
alta concentracdo de anticorpo. 150 pL dessas solugdes foram
adicionadas a pocos na coluna 2 de uma placa de 96 pogos € uma
diluicdo em série de trés vezes foi feita até a coluna 9 tal que cada
poco continha 100 pL de solugao de anticorpo. 100 uL de meio foram
adicionados a coluna 11. 200 uL de meio foram adicionados as Fileiras
1 e 8, assim como nas colunas 1 e 12 para diminuir o efeito de
evaporagao do meio nos pocos experimentais.
[000411] Células HN5 parentais e HN5 resistentes foram lavadas
entdo com 1 xPBS e separadas por tripsinizacdo com uma solugao de
3 mL de tripsina. 17 mL de meio completo foram entdo adicionados e
as células foram centrifugadas a 300 xg (1200 rcf) por 5 min O
sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em DMEM +
FBS 0,5%. As células foram contadas e sua concentracdo ajustada
para 15000 células/mL. 100 uL da suspensdo celular (1500
células/pogo) foram adicionadas aos pog¢os experimentais nas colunas
2-11. As placas foram incubadas por 4 dias em uma incubadora
umidificada a 37°C, Depois, 20 pL de reagente WST-1 foram
adicionados por poco e as placas incubadas por uma hora a 37°C. As
placas foram ent&o transferidas para um agitador orbital de placa por
uma hora. A absorbancia foi medida a 450 e 620 nm (comprimento de
onda de referéncia) em um leitor de ELISA. A quantidade de células
metabolicamente ativas (MAC) foi calculada como um percentual do
controle ndo tratado, usando a mesma formula como a usada no
Exemplo 6.

A IC50 de cada mistura foi calculada usando GraphPad
Prism pelo ajuste das curvas de titulagao para a equagao

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10*((LoglC50-X)*HillSlope)).
Resultados

[000412] Os resultados das titulagdes sdo mostrados na figura 43
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para ambas as linhagens células parentais HNS e células resistentes a
Erbitux. E evidente que a potencia e a eficacia de Erbitux diminuiram
significativamente nas células resistentes a Erbitux quando
comparadas com as células parentais. A eficacia de Erbitux e Vectibix
diminuiu cerca de 50% e a IC 50 aumentou mais do que dez vezes
(Tabela 18). Em contraste, a potencia de uma composi¢cdo de
anticorpo com os anticorpos 992+1024 (Sym004) diminuiu apenas
43% e a IC50 aumentou por um fator de 2. Esses resultados mostram
que uma composicdo de anticorpo com os anticorpos 992+1024 e
mais potente e inibe o crescimento de células HNS resistentes a
Erbitux com uma eficacia maior do que Erbitux e Vectibix.

Tabela 18. Valores de IC50 e eficacia da inibicdo de células HN5wt e

HN5 resistentes a Erbitux pelos anticorpos indicados. ND: N&o

determinado
IC50 (ug/mL) Eficacia (% de nao
tratado)
HN5 HN5 HN5 HN5
parental Resistente a | parental Resistente a
Erbitux Erbitux
Erbitux 0,050 0,750 88,1% 34,4%
Vectibix 0,035 0,500 88,3% 32,3%
992 0,420 ND 85,5% 1,7%
1024 0,048 ND 84,8% 1,3%
992+1024 (Sym004) 0,053 0,110 88,2% 45,0%

Exemplo 22: Retratamento in vivo usando uma composicdo de

anticorpo com os anticorpos 992+1024

Método

[000413] 1 x 108 células A431-NS foram injetadas por via subcutanea
no flanco direito de camundongos fémeas BALB/c nu/nu com 6 a 8
semanas de idade. Os tumores foram medidos uma a trés vezes por
semana com calibradores e o volume do tumor (V) foi calculado
usando a seguinte formula: V = (largura)? x (comprimento) x 0,5. O

tratamento foi iniciado quando os tumores atingiram um volume médio
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do tumor de aproximadamente 100 mm3 e os camundongos foram
tratados com 1 mg dos anticorpos 992+1024 por via intraperitoneal
duas vezes por semana para um total de nove injegbes. Depois do
periodo do tratamento inicial, os camundongos foram acompanhados
por 159 dias. Se o crescimento do tumor fosse detectado durante esse
periodo, os camundongos eram retratados com 1 mg de anticorpos
992+1024 duas vezes por semana até o término do estudo.

Resultados

[000414] Todos os tumores responderam as quatro semanas iniciais
da terapia (figura 44). O crescimento exponencial do tumor foi
paralisado e os tumores regrediram para volumes do tumor entre 0 e ~
200 mm3. Dai por diante, o volume do tumor ficou estavel por mais de
85 dias antes que trés dos nove tumores voltasses a crescer. Os trés
tumores, que eram de tamanhos variaveis antes do inicio da segunda
rodada do tratamento, foram tratados com 1 mg de anticorpos
992+1024 duas vezes por semana pelo resto do periodo do estudo.
Em todos os trés casos, o re-tratamento resultou em uma regressao
imediata do tumor, indicando que os tumores ndo se tornaram
resistentes ao tratamento depois das quatro semanas iniciais de
tratamento com a composicdo de anticorpo com os anticorpos
992+1024.

Exemplo 23: Tratamento in vivo de responsivos parciais a Erbitux

usando uma composig¢ao de anticorpo com os anticorpos 992+1024
Método

[000415] 1 x 108 células A431-NS foram injetadas por via subcutanea
no flanco direito de camundongos fémeas BALB/c nu/nu com 6 a 8
semanas de idade. Os tumores foram medidos uma a trés vezes por
semana com calibradores e o volume do tumor (V) foi calculado
usando a seguinte férmula: V = (largura)® x (comprimento) x 0,5.

Quando os tumores atingiram um volume médio do tumor de
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aproximadamente 130 mm?3, os camundongos foram divididos em dois
grupos de 10 e 30 animais. O grupo com 10 animais foi tratado com
um anticorpo de controle, enquanto que o grupo com 30 animais foi
tratado com 1 mg de Erbitux para um total de 3 doses. Nesse ponto, o
grupo tratado com Erbitux foi dividido em dois grupos balanceados de
12 animais com um tamanho médio do tumor de 500 mm3. Os dois
grupos de animais foram tratados tanto com 1 mg de anticorpos 992 +
1024 duas vezes por semana quanto continuaram com o tratamento
com Erbitux. Seis animais isolados foram retirados do estudo.
Resultados

[000416] O tratamento inicial com Erbitux inibiu parcialmente o
crescimento do tumor de A431-NS (figura 45). Depois de 11 dias de
tratamento com Erbitux, metade dos animais foram mudados para o
tratamento com uma composicédo de anticorpos com os anticorpos 992
+1024 (Sym004 na legenda da figura). No grupo de camundongos que
foi trocado para o tratamento com anticorpos 992 +1024, uma
regressao significativa do tumor foi observada comparada com o grupo
que continuou o tratamento com Erbitux. Esse efeito claro de uma
composi¢ao de anticorpo com os anticorpos 992 +1024 sobre grandes
tumores pré-tratados com Erbitux, indica que uma composicao de
anticorpo com os anticorpos 992 +1024 é mais potente do que Erbitux
no modelo de A431-NS e que uma composi¢ao de anticorpo com os
anticorpos 992 +1024 pode ser uma opg¢ao de tratamento em
responsivos parciais a Erbitux.

Exemplo 24: Tratamento in vivo de células resistentes a Erbitux
[000417] Para investigar adicionalmente se o farmaco candidato
Sym004 pode inibir células resistentes a Erbitux, clones de HN5
resistentes a Erbitux foram gerados a partir de uma associagaode
célula HNS resistente ao Erbitux. Os clones foram gerados por diluicao

limitada e uma vez que os clones resistentes a Erbitux foram gerados,
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os efeitos inibitérios de Erbitux, Vectibix e Sym004 foram testados
usando um ensaio de viabilidade WST-1.

Método

[000418] Clones HNS5 resistentes a Erbitux foram gerados a partir de
uma associacado de células resistentes a Erbitux (veja o exemplo 21)
por diluicdo limitante. A clonagem por diluigdo limitante € um
procedimento para a separacao de células baseado na presuncgao de
que se uma suspensdo de células € diluida com meio de cultura
suficiente, uma concentracdo de células sera produzida tal que um
volume exatamente medido da suspensao diluida contera 1 célula.
Quando esse volume da suspensdo diluida € colocado em pogos
separados de uma placa de 96 pocos, cada poco deve receber 1
célula/pogo. Se essa célula permanece viavel (camadas de células
alimentadoras e/ou meio “condicionado” sao geralmente necessarios
devido a obvia baixa densidade celular de 1 célula/pogo) e prolifera,
entdo um clone de células isoladas tera sido estabelecido no pocgo. As
células foram cultivadas em DMEM, suplementado com FBS 10% e
concentracdes apropriadas de Erbitux.

[000419] O Reagente de Proliferagédo Celular WST-1 é um substrato
pronto para uso que mede a atividade metabdlica de células viaveis e
€ presumido que a atividade metabdlica se correlacione com o numero
de células viaveis. Nesse exemplo, o ensaio com WST-1 foi usado
para medir o numero de células metabolicamente ativas depois do
tratamento com diferentes anticorpos em diferentes concentracoes.
[000420] Antes de realizar o ensaio WST-1, os anticorpos e misturas
de anticorpos apropriados foram diluidos até uma concentracao final
total de anticorpo de 20 uyg/mL em DMEM suplementado com FBS
0,5% e P/S 1%, fornecendo uma concentragéao final de anticorpo de 10
Mg/mL no pogo com a concentragcdo mais alta de anticorpo. 150 pL

dessas solugdes foram adicionadas a pocos da coluna 2 de uma placa
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de 96 pocos e uma diluicdo em série de trés vezes foi feita até a
coluna 9 tal que cada poco continha 100 pL de solugao de anticorpo.
100 yL de meio foram adicionados a coluna 11. 200 yL de meio foram
adicionados as Fileiras 1 e 8, assim como nas colunas 1 e 12 para
diminuir o efeito de evaporagdo do meio nos pogos experimentais.

[000421] As células HN5 parentais e HN5 resistentes foram lavadas
com 1 x PBS e separadas pela tripsinizagdo com 3 mL de solucéo de
tripsina. 17 mL de meio completo foram entdo adicionados e as células
centrifugadas a 300 xg (1200 rcf) por 5 min O sobrenadante foi
removido e as células ressusressuspensas em DMEM + FBS 0,5%. As
células foram contadas e suas concentracdes ajustadas para 15.000
células/mL. 100 pL da suspensao de célula (1500 células/pogo) foram
entdo adicionadas aos pocos experimentais nas colunas 2-11. As
placas foram incubadas por 4 dias em uma incubadora umidificada a
37°C. Depois, 20 pL de reagente WST-1 foram adicionados por pogo e
as placas foram incubadas por uma hora a 37°C. As placas foram
transferidas para um agitador orbital de placas por uma hora. A
absorbancia foi medida a 450 e 620 nm (comprimento de onda de
referéncia) em um leitor de ELISA. A quantidade de células
metabolicamente ativas (MAC) é calculada como um percentual dos

controles nio tratados, como se segue:

(ODexp.— ODmedia) <100
(ODuntreat.— ODmedia)

Y%MAC = (1 -

A IC50 de cada mistura foi calculada usando GraphPad
Prism pelo ajuste das curvas de titulagao para a equagao
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10*((LoglC50-X)*HillSlope)).
Resultados
[000422] Os resultados das titulagdes sdo mostrados na figura 46
para quatro clones representativos. E evidente que os clones possuem

niveis diferentes de resisténcia a Erbitux. Entretanto, Sym004 é
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superior na inibicdo do crescimento de todos os quatro clones quando
comparado com Erbitux e Vectibix. A superioridade ficou evidente
como uma eficacia (clones #7, #11 e #14) elou como potencia
aumentadas (clones #8, #11 e #14) (Tabela 19).

Tabela 19. Valores de IC50 e eficacia da inibicdo dos quatro clones de
HNS resistentes a Erbitux pelos anticorpos indicados. *Valores de IC50

ndo podem ser comparados devido a diferenca no nivel maximo de

inibicao.

Potencia ICso (ng/mL)

HNS Clone Clone #8 Clone Clone

parental #7 #11 #14
Erbitux 0,050 0,016* 1,06 0,366* 0,314*
Vectibix 0,035 0,023* 2,70 0,311* 0,190*
Sym004 0,053 0,029* 0,33 0,267* 0,110*

Eficacia (% inibicao maxima)

HN5 Clone Clone #8 Clone Clone

parental #7 #11 #14
Erbitux 88,1% 60,9% 42,5% 35,7% 32,0%
Vectibix 88,3% 61,1% 51,3% 28,6% 33,7%
Sym004 88,2% 70,3% 57,5% 38,9% 43,5%

Exemplo 25: Tratamento in vivo de células HNS resistentes a Erbitux
usando Erbitux e uma composicdo de anticorpo com o0s anticorpos
992+1024

Método

[000423] 5*10° células do clone #7 de HN5 resistente a Erbitux foram
inoculadas por via subcutdanea no flanco direito de camundongos
fémeas nus atimicos com seis a oito semanas de idade. Os tumores
foram medidos duas vezes por semana com calibradores e o volume
do tumor em mm?3 foi calculado de acordo com a férmula: (largura)?® c

(comprimento) x 0,5. O tratamento foi iniciado sequencialmente
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quando os tumores alcancaram um tamanho médio de ~650 mm3. Os
camundongos foram tratados com 50 mg/kg de Sym004 ou Erbitux por
inje¢des intraperitoneais duas vezes por semana por trés semanas.
Depois de trés semanas de periodo de tratamento, os camundongos
foram acompanhados por cinco semanas.

Resultados

[000424] Depois de trés semanas de terapia com Sym004, ambos os
tumores do grupo de Sym004 estavam completamente eliminados
(figura 47). Dois dos trés camundongos tratados no grupo com Erbitux
foram apenas parcialmente responsivos ao tratamento. Isso indicou
que os tumores que eram parcialmente resistentes/nao responsivos ao
tratamento com Erbitux podiam ser eficientemente tratados com
Sym004. Portanto, o mecanismo de resisténcia adquirida contra
Erbitux ndo afeta a eficacia de Sym004.

Apéndice 1 1. Sequencias da regido variavel de anticorpo

>992VH (Seq. no. 24)
cgcgccgaggtccaactgcagcaacctgggtctgagectggtgaggcectggagcttcagtgaage

tgtcct
gcaaggcttctggctacacattcaccagctactggatgcactgggtgaagcagaggcctggaca
aggcct
tgagtggattgggaatatttatcctggtagtcgtagtactaactacgatgagaagticaagagcaag
gcc
acactgactgtagacacatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcectgacatctgagg
actctg
cggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttagtagcggggatgctatggactactggg
gtca

aggaacctcagtcaccgtctcg

>1024VH (Seq. no. 25)
cgcgcccaggtccaactgcagcagcectggggctgaactggtggagcectgggggttcagtgaag
ctgtcct
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gcaaggcttctggctacaccttcaccagtcactggatgcactgggtgaagcagaggcctggaca
aggcct
tgagtggataggtgagattaatcctagcagcggtcgtaataactacaatgagaagttcaagagta
aggcc
acactgactgtagacaaatcctccagcacagcctacatgcaattcagcagcctgacatctgagg
actctg
cggtctattattgtgtaagatactatggttacgacgaagctatggactactggggtcaaggaacctc
agt

caccgtctcg

>1030VH (Seq. no. 26)
cgcgccgaagtgcagcetggtggagtctgggggaggcttagtgaagectggagggtccctgaaa
ctctect
gtgcagcctctggattcactttcagtagttatgccctgtcttgggttcgccagactccagagaggagg
ct
ggagtgggtcgcatccattagtggtgttggtagcacctactttccagacagtgtgaagggccgtttc
acc
atgtccagagataatgccaggaacatcctgtacctccaaatgagcagtctgaggtctgaggaca
cggcca
tgtattactgtgcaagaggttctgatggttacttctatgctatggactactggggtcaaggaacctcag
t

caccgtctcg

>1042VH (Seq. no. 27)
cgcgcccaggtgcagcttcagcagectggggctgaactggtgaagcctggggcettcagtgaage
tgtcct
gtaaggcttctggctacaccttcaccagccactggatgcactgggtgcagcagaggcctggaca
aggcct
tgagtggattggagagattcatcctagcaacggtcgtactaactacaatgagaagttcaagaaca
aggcc
acactgactgtagacaaatctcccagcacagcctacatgcaactcagcagtttgacatctgagga

ctctg

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 189/229



181/210

cggtctattactgtgcaagatactatggttacgacgatgctatggactactggggtcaaggaacctc
agt

caccgtctcg

>1208VH (Seq. no. 28)
cgcgccgaagtgcagcetggtggagtctgggggaggcttagtgaagcctggagggtccctgaaa
ctctect
gtgcagcctctggattcgctttcagtagctatgacatgtcttgggttcgccagactccggagaagag
gct
ggagtgggtcgcatacattggtagtggtgatgataatacccactatccagactctgtgaagggccg
attc
accatctccagacacaatgccaaaaacaccctatacctgcaaatgagcagtctgaagtctgagg
acacag
ccatgtattactgtgcaagacagaagtatggtaactacggggacactatggactactggggtcaa
ggaac

ctcagtcaccgtctcg

>1229\VH (Seq. no. 29)
cgcgcccaggttcagctgaaggagtcaggacctggcectggtggcgccctcacagagcectgteca
tcactt
gctctgtctctggtttttcattaaccatctatggtgtacactgggttcgccagcctccaggaaagggtct
ggagtggctgggagttatgtgggctggtggaaatacagattataattcggctctcatgtccagactg
aac
atcagcaaggacaattccaagagccaagttticttaaaagtgaacagtctacaaactgatgacac
agcca
tgtactattgtaccagagatcccgatggttactacgtggggtggttcttcgatgtctggggcgecgggg
ac

cacggtcaccgtctcg

>1254VH (Seq. no. 30)
cgcgccgaagtgcagcetggtggagtctgggggaggcttagtgaagectggagggtccctgaaa
ctctect

gtgcagcctctggattcgcettacagtacctatgacatgtcttgggticgccagactccggagaagag
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gct
ggagtgggtcgcatacattagtagtggtggtgatgccgcctactatcccgacactgtgaagggcec
gattc
accatctccagagacaatgccaaaaacaccctatacctgcaaatgagcagtctgaagtctgagg
acacag
ccatgtattactgtgcgaggtctcgctatggaaactacggggacgctatggactactggggtcaag
gaac

ctcagtcaccgtctcg

>1257VH (Seq. no. 31)
cgcgccgaggtccagctgcaacagtctggacctgagectggtgaaacctggggcticagtgaaga
taccct
gcaagacttctggatacactttcactgactacaacatggcctgggtgaagcagagccatggaaa
gagcct
tgagtggattggagatattattcctaacaatggtggtgctatctacaaccagaaattcaagggcaa
ggcce
actttgactgtagacaaatcctccagtacagcctccatggagctccgcagcectgacatctgagga
cactg
cagtctatttctgtgcaagaaagaatatctactataggtacgacggggcaggtgctctggactactg
S[¢]¢)

tcaaggaacctcagtcaccgtctcg

>1260VH (Seq. no. 32)
cgcgcccaggtgcagctgaaggagtcaggacctggcctggtggcgecctcacagagcctgtce
atcactt
gcactgtctctgggttttcattaaccacctatggggtacactgggttcgccagcctccaggaaaggg
tct
ggagtggctgggagtaatatgggctggtggaagcacaaattataattcggctctcatgtccagact
gagc
atcaagaaagacaactccaagagccaagttticttaaaaatgaacagtctgcaaactgatgaca
cagcca

tgtactactgtgccagagcctatggttacaactttgactattggggccaaggcaccactctcacagt
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ctc

g

>1261VH (Seq. no. 33)
cgcgccgaagtgcagcetggtggagtctgggggaggcttagtgaagectggagggtccctgaaa
ctctect
gtgcagtctctggattcactttcagtagctatgtcatgtcttgggttcgccagactccggagaagagg
ct
ggagtgggtcgcaaccattactagtggtggtaggaacatctactatctagacagtgtgaaggggc
gattc
actatctccagagacaatgccaagaacaccctgtacctgcaaatgagcagtctgaggtctgagg
acacgg
ccatgtattactgtgcaagacatgaggactataggtacgacggttactatgctatggactactgggg
tca

aggaacctcagtcaccgtctcg

>1277VH (Seq. no. 34)
cgcgccgaagtgcagcetggtggagtctgggggaggcttagtgaagcctggagagtccttgaaac
tctect
gtgcagcctctggattcgctttcagttactctgacatgtcttgggttcgccagactccggagaagagg
ct
ggagtgggtcgcatacatgagtagtgctggtgatgtcaccttctattcagacactgtgaagggccg
attc
accatctccagagacaatgccaagaacaccctgtatctgcaagtgagcagtctgaagtctgagg
acacag
ccatatattactgtgtaagacaccgggacgtggctatggactactggggtcaaggaacctcagtc
accgt

ctcg

>1284VH (Seq. no. 35)
cgcgcccaggtccaactgcagcagcectggggcetgaactggtgaagectggggcttcagtgaag
ctgtcct

gcaaggcttctggctacaccttcaccagcgactggatgcactggatgaaacagaggcctggaca

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 192/229



184/210

aggcct
tgagtggattggagagattaatcctagtaacggtcgctctagctacaatgagaagttcaagagca
aggcc
acactgactgtagacaaatcctccagcacagcctacatgcaactcagcagcctgacatctgagg
actctg
cggtctattactgtgcaagaataggtggtatctacgtggagacttactggggccaagggactctggt
cac

tgtctcg

>1308VH (Seq. no. 36)
cgcgccgaggtccagcettcagcagtctggagcetgagetggtgaggectgggtcctcagtgaagat
ttcct
gcaaggcttctggctatgcattcagtagctactggatgaactgggtgaggcagaggcctggacag
ggtct
tgagtggattggacagatttatcctggagatggtgatactaactacaatggaaagttcaagggtag
agcc
acactgactgcaaacaaatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctaacatctgagg
actctg
cggtctatttctgtgcaagaagggcatcttccctctatgatgtttacccctactactttgactactgggg
ccaaggcaccactctcacagtctcg

>1320VH (Seq. no. 37)
cgcgcccaggtccaactgcagcagcectggggcetgaactggtgaagectggggcttcaatgaag
ctgtcct
gcaaggcttctggctacaccttcaccaactactggatgcactgggtgaagcagaggcectggaca
aggcct
tgaatggattggagaaattaatcctagcaacggtcgtactaattacaatgagaagttcaagagca
aggcc
acactgactgtagacaaatcgtccagcacagcctacatgcaactcagcagcctgacatctgagg
actctg
gggtctattactgtgcaaaaggggggaactactatgattacgactgggactactggggccaaggc

accac
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tctcacagtctcg

>1344VH (Seq. no. 38)
cgcgcccaggtgcagctgaaggagtcaggacctggcctggtggcgecctcacagagcctgtce
atcactt
gcactgtctctgggttttcattaaccatctatggtgtacactgggttcgccagcctccaggaaagggt
ct
ggagtggctgggagtaatatgggctggtggaaacacaaattataattcggctctcatgtccagact
gagc
atcagcaaagacaactccaagagtcaagttttcttaaaaatgaacagtctgcaaactgatgacac
agcca
tgtacttctgtgccagaggctatggctacaatttagactattggggccaaggcaccactctcacagtctc
g

>1347VH (Seq. no. 39)
cgcgcccaggtgcagctgaaggagtcaggacctggcectggtggcgccctcacagagcectgtce
atcacat
gcaccgtctcaggattctcattaaccggccatggtgtaaactgggttcgccagcctccaggaaag
ggtct
ggagtggctgggaatgatatggggtgatggaagcacggactataattcaactctcaaatccaga
ctgagt
atcagcaaggacaactccaagagccaagttticttaaaaatgaacagtctgcagactgatgaca
ccgeca
ggtactactgtgccagaggctacggctacctttactactttgactactggggccaaggcaccactct
cac

agtctcg

>992VH (Seq. no. 40)
RAEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQ
GLEWIGNIYPGSRST
NYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVS
SGDAMDYWGQGTS

VTVS
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>1024VH (Seq. no. 41)
RAQVQLQQAQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWMHWVKQRPG
QGLEWIGEINPSSGRN
NYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYYGYDEA
MDYWGQGTSVTVS

>1030VH (Seq. no. 42)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYALSWVRQTPERR
LEWVASISGVGSTY
FPDSVKGRFTMSRDNARNILYLQMSSLRSEDTAMYYCARGSDGYFY
AMDYWGQGTSVTVS

>1042VH (Seq. no. 43)
RAQVQLQQAQPGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSHWMHWVQQRPG
QGLEWIGEIHPSNGRT
NYNEKFKNKATLTVDKSPSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYGYDD
AMDYWGQGTSVTVS

>1208VH (Seq. no. 44)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEK
RLEWVAYIGSGDDNT
HYPDSVKGRFTISRHNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCARQKYGNY
GDTMDYWGQGTSVT

VS

>1229VH (Seq. no. 45)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCSVSGFSLTIYGVHWVRQPPGKGL
EWLGVMWAGGNTD
YNSALMSRLNISKDNSKSQVFLKVNSLQTDDTAMYYCTRDPDGYYV
GWFFDVWGAGTTVT

VS

>1254VH (Seq. no. 46)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAYSTYDMSWVRQTPEK
RLEWVAYISSGGDAA
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YYPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCARSRYGNY
GDAMDYWGQGTSVT

VS

>1257VH (Seq. no. 47)
RAEVQLQQSGPELVKPGASVKIPCKTSGYTFTDYNMAWVKQSHGKS
LEWIGDIIPNNGGA
[lYNQKFKGKATLTVDKSSSTASMELRSLTSEDTAVYFCARKNIYYRYD
GAGALDYWGQGT

SVTVS

>1260VH (Seq. no. 48)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTTYGVHWVRQPPGKG
LEWLGVIWAGGSTN
YNSALMSRLSIKKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCARAYGYNFD
YWGQGTTLTVS

>1261VH (Seq. no. 49)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAVSGFTFSSYVMSWVRQTPEKR
LEWVATITSGGRNI
YYLDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLRSEDTAMYYCARHEDYRY
DGYYAMDYWGQGTS

VTVS

>1277VH (Seq. no. 50)
RAEVQLVESGGGLVKPGESLKLSCAASGFAFSYSDMSWVRQTPEKR
LEWVAYMSSAGDVT
FYSDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQVSSLKSEDTAIYYCVRHRDVAMD
YWGQGTSVTVS

>1284VH (Seq. no. 51)
RAQVQLQQAQPGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSDWMHWMKQRPG
QGLEWIGEINPSNGRS
SYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARIGGIYVET
YWGQGTLVTVS
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>1308VH (Seq. no. 52)
RAEVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVRQRPGQ
GLEWIGQIYPGDGDT
NYNGKFKGRATLTANKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARRASSLYD
VYPYYFDYWGQGT

TLTVS

>1320VH (Seq. no. 53)
RAQVQLQQPGAELVKPGASMKLSCKASGYTFTNYWMHWVKQRPG
QGLEWIGEINPSNGRT
NYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSGVYYCAKGGNYYD
YDWDYWGQGTTLTVS

>1344VH (Seq. no. 54)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTIYGVHWVRQPPGKGL
EWLGVIWAGGNTN
YNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYFCARGYGYNLD
YWGQGTTLTVS

>1347VH (Seq. no. 55)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTGHGVNWVRQPPGKG
LEWLGMIWGDGSTD
YNSTLKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTARYYCARGYGYLYYF
DYWGQGTTLTVS

>992VL (Seq. no. 56)
ctagccgacattcagatgactcagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcacc
atca
gttgcaggacaagtcaggacattggcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaact
gttaa
actcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtct
gga
acagatttttctctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgccacttacttttgccaacactat

a
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atacggttcctccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggctgcacc
atctgt
cttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataa
c
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccce
aggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcac
aaagagc

ttcaacaggggagagtgt

>1024VL (Seq. no. 57)
ctagccgacatcgtgatgacacaagctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttcca
tct
cctgcaggtctagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaagce
c
aggccagtctcctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgcctcaggagtcccagacaggttc
agt
agcagtgggtcaggaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtg
tttatt
actgtgctcaaaatctagaacttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacg
aactgt
ggctgcaccatctgtcttcatcticccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectcetgttgt

g
tgcctgcetgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctcca

atcgg
gtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcag
caccctgac
gctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcec

tgagctcg
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cccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1030VL (Seq. no. 58)
ctagccgacattgtgctgactcagtctcctgcttccttagctgtatctctggggcagagggcecaccat
tt
catgcagggccagcaaaagtgtcagtacatctggctatagttttatgcactggtaccaactgaaac
cagg
acagccacccaaactcctcatctatcttgcatccaacctagaatctggggtccctgccaggttcagt
ggc
agtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaagaggaggatgctgcaaccta
ttact
gtcagcacagtagggagtttccgttaacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaa
ctgtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtge
ctgctgaataacttictatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatc
gggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcac
cctgacgct
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectga
gctcgecc

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1042VL (Seq. no. 59)
gatattgtgatgactcaggctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttccatctectge
a
ggtctagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaagccaggc
ca
gtctcctcagcetcectgatttatcagatgtccaaccttgecctcaggagtcccagacaggttcagtage
agt
gggtcaagaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtgtttattac
tgtg
ctcaaaatctagaacttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgt

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 199/229



191/210

ggctge
accatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgectg
ctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgg
gtaact
cccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccct
gacgctgag
caaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagct
cgcccegtc

acaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1208VL (Seq. no. 60)
ctagccgatgttgtgatgactcagactccactctccctgectgtcagtcttggagatcaagectccat
ct
cttgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatggaaacacctatttacattggtacctgcagaa
gcc
aggccagtctccaaaactcctgatctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttc
agt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggaggctgaggatctggga
gtttatt
tctgctctcaaagtacacatgttcccacgticggaggggggaccaagctggaaatcaaacgaact
gtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgce
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatc
gggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcac
cctgacgct
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectga
gctcgecc

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1229VL (Seq. no. 61)

ctagccgacattgtgatgacccagtctcacaaattcatgtccacatcagtgggagacagggtcag
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catca
cctgcaaggccagtcaggatgtgactaatgccgtagcectggtatcaacaaaaaccaggacaatc
tcctaa
actactgatttactgggcatccatccgacacactggagtccctgatcgcttcacaggcagtagatct
S[¢]¢)
acagattatactctcaccatcaacagtgtgcaggctgaagacctggccctttattattgtcagcaac
att
ataacactccgctcacgttcggtgctgggaccaagctggaaataaaacgaactgtggctgcacc
atctgt
cttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataa
c
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccce
aggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcac
aaagagc

ttcaacaggggagagtgt

>1254VL (Seq. no. 62)
ctagccgatgttgtgatgacacagactccactctccctgectgtcagtcttggagatcaagectccat
ct
cttgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatggtaacacctatttacattggtacctgcagaa
gcc
aggccagtctccaaagctcctgctctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttc
agt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggagtctgaggatctggga
gtttatt
tctgctctcaaaatacacatgtgtacacgtticggaggggggacaaagttggaaataaaacgaact
gtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgce
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ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatc
gggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcac
cctgacgct
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectga
gctcgecc

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1257VL (Seq. no. 63)
ctagcccaaattgtgctcacacagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggagaaggtcac
catga
cctgcagtgccagctcaagtgtaagttacatttactggtaccagcagaagccaggatcctccecc
agact
cctgatttatgacgcatccaacctggcttctggagtccctgttcgcttcagtggcagtgggtctggga
cC
tcttactctctcacaatcagccgaatggaggctgaagatgctgcecacttattactgccagcagtgga
gca
gttacccaatcacgttcggctcggggacaaagttggaaataaaacgaactgtggctgcaccatct
gtctt
catcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataactt
c
tatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccag
gagagtg
tcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaa
agcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagctcgecccgtcacaaa
gagcttc

aacaggggagagtgt

>1260VL (Seq. no. 64)
ctagccgatatccagatgactcagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcacc

atca
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gttgcagtgcaagtcagggcattaccaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactg
ttaa
actcctgatctattactcatcaagtttacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctg
S]¢)
acagattattctctcaccatcagcaacctggaacctgaagatattgccacttactattgtcagcagta
ta
gtgagattccgtacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaacgaactgtggcetgcac
catctgt
cttcatcttcccgcecatctgatgagcagtigaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataa
c
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccce
aggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagctcgeccgtcac
aaagagc

ttcaacaggggagagtgt

>1261VL (Seq. no. 65)
ctagcccaaattgtgctgacccagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggagaaggtcac
cataa
cctgcagtgccagctcaagtgtaagttacatgcactggttccagcagaagccaggcacttctcce
aaact
ctggatttatagtacatccaacctggcttctggagtccctgctcgceticagtggcagtggatctggga
cc
tcttactctctcacaatcagccgaatggaggctgaagatgetgcecacttattactgccagcaaagg
agta
gttacccatacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaacgaactgtggctgcaccatc
tgtctt
catcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataactt

c

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 203/229



195/210

tatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccag
gagagtg
tcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaa
agcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagctcgecccgtcacaaa
gagcttc

aacaggggagagtgt

>1277VL (Seq. no. 66)
ctagccgatgttgtgatgacccagactccactctccctgcctgtcagtcttggagatcaagcectccat
ct
cttgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatggaaacacctatttacattggtacctgcagaa
gcc
aggccagtctccaaagctcctgatctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttc
agt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggaggctgaggatctggga
gtttatt
tctgctctcaaagtacacatgttccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaact
gtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectcetgttgtgtge
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatc
gggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcac
cctgacgct
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectga
gctcgcecc

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1284VL (Seq. no. 67)
ctagccgacattgtgctaacacagtctcctgcttccttagetgtatctctggggcagagggcecacca
tct

catgcagggccagccaaagtgtcagtacatctacctatagttatatgcactggtatcaacagaaat
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cagg
acagccacccaaactcctcatcaagtatgcatccaacctagagtctggggtccctgccaggttca
gtggc
agtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaggaggaggatactgcaacat
attact
gtcagcacagttgggagattccgtggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaa
ctgtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectcetgttgtgtge
ctgctgaataacttictatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatc
gggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcac
cctgacgct
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectga
gctcgcecc

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1308VL (Seq. no. 68)
ctagccgacatccagatgacacaaactacatcctcectgtctgectctctgggagacagagtcac
catca
gttgcagggcaagtcaggacattagcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaact
gttaa
agtcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtct
gga
acagattattctctcaccattagcaacctggagcaagaagatattgccacttacttttgccaacagg
gta
atacgcttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgtggctgcac
catctgt
cttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataa
c

ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccce

aggaga
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gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagctcgecccgtcac
aaagagc

ttcaacaggggagagtgt

>1320VL (Seq. no. 69)
ctagccgacattcagatgacccagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcacc
atca
gttgcagtgcaagtcaggacattagcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaact
gttaa
actcctgatctatcacacatcaactttacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtct
S[¢]¢)
acagattattctctcaccatcagcaacctggaacctgaagatattgccacttactattgtcagcaata
ta
gtaagcttccgtggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggcetgcacc
atctgt
cttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataa
c
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccce
aggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcac
aaagagc

ttcaacaggggagagtgt

>1344VL (Seq. no. 70)
ctagccgacattcagatgacacagactacttcctccctgtctgectctctgggagacagagtcacc
atta
gttgcagtgcaagtcagggcattagtaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactg
ttaa
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actcctgatctattacacatcaagtttacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctg
S]¢)
acagattattctctcaccatcagcaacctggaacctgaagatattgccacttactattgtcagcagta
ta
gtaagcttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaatcaaacgaactgtggctgcac
catctgt
cttcatcttcccgcecatctgatgagcagtigaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaataa
c
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccce
aggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagctcgecccgtcac
aaagagc

ttcaacaggggagagtgt

>1347VL (Seq. no. 71)
ctagccgaaaatgtgctgactcagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggaaaaggtcac
catga
cctgcagggccagctcaagtgtaagttccagttacttgcactggtaccagcaaaagtcaggtgcct
ccee
caaactctggatttatagcacatccaacttggcttctggagtccctgctcgcttcagtggcagtgggt
ct
gggacctcttactctctcacagtcaacagtgtggagactgaagatgctgccacttattactgccacc
agt
acagtggtttcccattcacgttcggctcggggaccaagcetggagctgaaacgaactgtggctgca
ccatc
tgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgcctgctgaat
aacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaact
cccagg

agagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgct
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gagcaaagc
agactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgt
cacaaag

agcttcaacaggggagagtgt

>992VL (Seq. no. 72)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTVK
LLIYYTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1024VL (Seq. no. 73)
LADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPG
QSPQLLIYQMSN
LASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGG
GTKLEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
>1030VL (Seq. no. 74)
LADIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASKSVSTSGYSFMHWYQLKPG
QPPKLLIYLASNL
ESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQHSREFPLTFGG
GTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1042VL (Seq. no. 75)
DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQS
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PQLLIYQMSNLA
SGVPDRFSSSGSRTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGT
KLEIKRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1208VL (Seq. no. 76)
LADVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKP
GQSPKLLIYKVSN
RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPTFGG
GTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1229VL (Seq. no. 77)
LADIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVTNAVAWYQQKPGQSP
KLLIYWASIRHTGV
PDRFTGSRSGTDYTLTINSVQAEDLALYYCQQHYNTPLTFGAGTKLEI
KRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1254VL (Seq. no. 78)
LADVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKP
GQSPKLLLYKVSN
RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVESEDLGVYFCSQNTHVYTFGG
GTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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>1257VL (Seq. no. 79)
LAQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYIYWYQQKPGSSPRL
LIYDASNLASGVP
VRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQWSSYPITFGSGTKLEI
KRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1260VL (Seq. no. 80)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGITNYLNWYQQKPDGTVK
LLIYYSSSLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSEIPYTFGGGTKLEL
KRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1261VL (Seq. no. 81)
LAQIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSASSSVSYMHWFQQKPGTSPKL
WIYSTSNLASGVP
ARFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSYPYTFGGGTKLEL
KRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1277VL (Seq. no. 82)
LADVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKP
GQSPKLLIYKVSN
RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPTFGG
GTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
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ESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1284VL (Seq. no. 83)
LADIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASQSVSTSTYSYMHWYQQKSG
QPPKLLIKYASNL
ESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDTATYYCQHSWEIPWTFGG
GTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1308VL (Seq. no. 84)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDGTVK
VLIYYTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1320VL (Seq. no. 85)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQDISNYLNWYQQKPDGTVK
LLIYHTSTLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSKLPWTFGGGTKLEI
KRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1344VL (Seq. no. 86)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQKPDGTVK
LLIYYTSSLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSKLPYTFGGGTKLEI
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KRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1347VL (Seq. no. 87)
LAENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGAS
PKLWIYSTSNLASG
VPARFSGSGSGTSYSLTVNSVETEDAATYYCHQYSGFPFTFGSGTK
LELKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Apéndice 2, Sequencias da regido constante de anticorpo

>Regido IGKC humana (Seq. no. 88)
ttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgectgctgaataact
tctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccca
ggagag
tgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgage
aaagcagac
tacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagctcgcccgtcaca
aagagct

tcaacaggggagagtgttaataagcggccgccggtggaggceggt

> Regido IGKC humana (Seq. no. 89)
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Exon1 1..298

Intron 299..689

Exon2 690..734

Intron 735..852
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Exon3 853..1182

Intron 1183..1279

Exon4 1280..1602

>sequéncia gendmica do dominio constante de IGHG1 humana (Seq.
no. 90)
agtgcctccaccaagggcccatcggtcttcccecctggcaccctectccaagagcacctetggggg
cacag
cggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcagg
cgccct
gaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagegt
ggtg
accgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagce
aacacca
aggtggacaagagagttggtgagaggccagcacagggagggagggtgtctgctggaagceca
ggctcagcg
ctcctgectggacgcatcccggcetatgcagtcccagtccagggcagcaaggcaggcecccgtetg
cctctt
cacccggaggcctctgeccgecccactcatgctcagggagagggtcettctggctttttccccagge
tctg
ggcaggcacaggctaggtgcccctaacccaggccctgcacacaaaggggcaggtgctgggct
cagacctg
ccaagagccatatccgggaggaccctgcccctgacctaagcccaccccaaaggccaaactctc
cactccc
tcagctcggacaccttctctcctcccagattccagtaactcccaatcttctctctgcagagcccaaat
ct
tgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccaggtaagccagcccaggcctcgecctccagcet
caaggc
gggacaggtgccctagagtagcctgcatccagggacaggcecccageccgggtgctgacacgtc
cacctcca

tctcttcctcagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcettectcttccccccaaaacccaagga
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cac
cctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccct
gaggtc
aagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggagga
gcagtaca
acagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaagga
gtacaa
gtgcaaggtctccaacaaagccctcccagceccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaag
gtgggacc
cgtggggtgcgagggccacatggacagaggccggctcggeccaccctctgecctgagagtga
ccgctgta
ccaacctctgtccctacagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatceecgg
gaggaga
tgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgecgtg
gagtg
ggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccegtgectggactccgac
ggctccttc
ttcctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgcete
cgtga
tgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtccccgggtaaatga
>|GHG1 (Seq. no. 91)
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
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SPGK

Apéndice 3. Sequencias de anticorpo de dominio variavel duplo
>992L.1024\IGHV (Seq. no. 92)
ggcgcgccgaggtccaactgcagcaacctgggtctgagctggtgaggcectggagcettcagtgaa
gctgtc
ctgcaaggcttctggctacacattcaccagctactggatgcactgggtgaagcagaggcectggac
aaggc
cttgagtggattgggaatatttatcctggtagtcgtagtactaactacgatgagaagttcaagagca
agg
ccacactgactgtagacacatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcectgacatctga
ggactc
tgcggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttagtagcggggatgctatggactactgg

ggt
caaggaacctcagtcaccgtctcgtcagccagcaccaagggcccccaggtccaactgcagcea
gcetgggg
ctgaactggtggagcctgggggttcagtgaagctgtcctgcaaggcttctggctacaccttcacca
gtca
ctggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggccttgagtggataggtgagattaatcct
agcagc
ggtcgtaataactacaatgagaagttcaagagtaaggccacactgactgtagacaaatcctcca
gcacag
cctacatgcaattcagcagcctgacatctgaggactctgcggtctattattgtgtaagatactatggtt
a

cgacgaagctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtctcgag
>992L.1024\IGKV (Seq. no. 93)
gctagccgacattcagatgactcagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcac
catc
agttgcaggacaagtcaggacattggcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaa
ctgtta

aactcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggt
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ctgg
aacagatttttctctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgccacttacttttgccaacact

at
aatacggttcctccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggcetgcac
cagaca
tcgtgatgacacaagctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttccatctcctgcagg
tc
tagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaagccaggccagt
ct
cctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgcctcaggagtcccagacaggttcagtagcagtg
ggt
caggaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtgtttattactgtg
ctca
aaatctagaacttccgtacacgtticggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgtggct
gcacca
tctgtcttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgectgetga
ataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaa
ctccca
ggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacg
ctgagcaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecc
gtcacaa

agagcttcaacaggggagagtgttaataagcggccgce

>1024L992\IGHV (Seq. no. 94)
ggcgcgcccaggtccaactgcagcagectggggcetgaactggtggagectgggggttcagtga
agctgtc
ctgcaaggcttctggctacaccttcaccagtcactggatgcactgggtgaagcagaggcctggac
aaggc

cttgagtggataggtgagattaatcctagcagcggtcgtaataactacaatgagaagttcaagagt
aagg
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ccacactgactgtagacaaatcctccagcacagcctacatgcaattcagcagcctgacatctgag
gactc
tgcggtctattattgtgtaagatactatggttacgacgaagctatggactactggggtcaaggaacc
tca
gtcaccgtctcgtcagccagcaccaagggcecccgaggtccaactgcagcaacctgggtctgag
ctggtga
ggcctggagcttcagtgaagctgtcctgcaaggcttctggctacacattcaccagctactggatge
actg
ggtgaagcagaggcctggacaaggccttgagtggattgggaatatttatcctggtagtcgtagtac
taac
tacgatgagaagttcaagagcaaggccacactgactgtagacacatcctccagcacagcctac
atgcagc
tcagcagcctgacatctgaggactctgcggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttag
tag

cggggatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtctcgag
>1024L992\IGKV (Seq. no. 95)
gctagccgacatcgtgatgacacaagctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttcc
atc
tcctgcaggtctagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaag
c
caggccagtctcctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgcctcaggagtcccagacaggtt
cag
tagcagtgggtcaggaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggt
gtttat
tactgtgctcaaaatctagaacttccgtacacgticggaggggggaccaagctggaaataaaac
gaactg
tggctgcaccagacattcagatgactcagactacatcctccctgtctgcctctctgggagacagag
tcac
catcagttgcaggacaagtcaggacattggcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatg

gaact

Peti¢éio 870220048172, de 01/06/2022, pag. 217/229



209/210

gttaaactcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtg
ggt
ctggaacagatttttctctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgccacttacttttgccaa
ca
ctataatacggttcctccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggcetg
cacca
tctgtcttcatcttcccgcecatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgectgetga
ataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaa
ctccca
ggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacg
ctgagcaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecc
gtcacaa

agagcttcaacaggggagagtgttaataagcggccgce

>992L.1024\IGHV (Seq. no. 96)
RAEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQ
GLEWIGNIYPGSRST
NYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVS
SGDAMDYWGQGTS
VTVSSASTKGPQVQLQQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWM
HWVKQRPGQGLEWIG
EINPSSGRNNYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYC
VRYYGYDEAMDYWGQGTSVTVS

>992L.1024\IGKV (Seq. no. 97)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTVK
LLIYYTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLE
IKRTVAAPDIVMT
QAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLI
YQMSNLASGVPD
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RFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1024L992\IGHV (Seq. no. 98)
RAQVQLQQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWMHWVKQRPG
QGLEWIGEINPSSGRN
NYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYYGYDEA
MDYWGQGTSVTVS
SASTKGPEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVK
QRPGQGLEWIGNIYP
GSRSTNYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRNG
DYYVSSGDAMDYWGQGTSVTVS

>1024L992\IGKV (Seq. no. 99)
LADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPG
QSPQLLIYQMSN
LASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGG
GTKLEIKRTVAAP
DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTVKLLI
YYTSRLHSGVPS
RFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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REIVINDICAGOES

1. Composigdo de anticorpo para uso em um método de
tratamento de cancer em um individuo que tenha sido submetido a um
regime de tratamento anterior envolvendo um anticorpo anti-EGFR
humano, a dita composi¢cdo caracterizada pelo fato de que
compreende:

um primeiro anticorpo anti-EGFR humano ou uma porgéo
de ligagdo ao antigeno do mesmo e um segundo anticorpo anti-EGFR
humano ou uma porcao de ligacdo ao antigeno do mesmo distinta do
primeiro anticorpo ou porgao de ligagao ao antigeno, em que:

a) as CDR1, CDR2 e CDR3 das cadeias leve e pesada do
primeiro anticorpo anti-EGFR humano compreendem os residuos 29 -
34, 52-55 e 92-96 da SEQ ID NO: 72 e residuos 28-35, 53-60 e 99-114
da SEQ ID NO: 40, respectivamente; e

b) as CDR1, CDR2, e CDR3 das cadeias leve e pesada do
segundo anticorpo anti-EGFR humano compreendem os residuos 29-
39, 57-59, e 96-104 da SEQ ID NO: 73 e residuos 28-35, 53- 60 e 99-
110 de SEQ ID NO: 41, respectivamente.

2. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que:

a) o referido primeiro anticorpo anti-EGFR humano
compreende a sequéncia de aminoacidos de VL em SEQ ID NO: 72 e
a sequéncia de aminoacidos VH em SEQ ID NO: 40; e

b) o referido segundo anticorpo anti-EGFR humano
compreende a sequéncia de aminoacidos de VL em SEQ ID NO: 73 e
a sequéncia de aminoacidos de VH em SEQ ID NO: 41.

3. Composicédo, de acordo com a reivindicagcao 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o primeiro e o segundo anticorpos anti-
EGFR humano séo do subtipo de isotipo IgG1 ou IgG2.

4. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
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caracterizada pelo fato de que:

a) o primeiro anticorpo anti-EGFR humano apresenta uma
cadeia leve compreendendo os aminoacidos 3-216 da SEQ ID NO: 72,
€ uma cadeia pesada compreendendo:

(i) um dominio variavel da cadeia pesada que compreende
os aminoacidos 3-124 da SEQ ID NO: 40, e

(i) a sequéncia de aminoacidos do dominio constante em
SEQID NO: 91; e

b) o segundo anticorpo anti-EGFR humano apresenta uma
cadeia leve que compreende os aminoacidos 3-221 da SEQ ID NO:
73, e uma cadeia pesada compreendendo:

(i) um dominio variavel de cadeia pesada que compreende
os aminoacidos 3-120 da SEQ ID NO: 41, e

(i) a sequéncia de aminoacidos do dominio constante na
SEQ ID NO: 9.

5. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a proporcédo do
primeiro anticorpo ou porcado de ligacdo ao antigeno em relagdo ao
segundo anticorpo ou porgao de ligagao ao antigeno € de 1: 1.

6. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que o primeiro e o
segundo anticorpos anti-EGFR humano ou porgdes de ligacdo ao
antigeno da referida composicdo nao inibem a ligagdo um do outro ao
EGFR humano.

7. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que um ou ambos os
anticorpos ou porgdes de ligagao ao antigeno da referida composicao
sdo capazes de aumentar a capacidade maxima de ligagdo do outro
anticorpo ou porcado de ligacdo ao antigeno em relacdo ao EGFR

humano.
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8. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a composi¢cédo nio
contém mais anticorpos ou porgdes de ligagdo ao antigeno além do
primeiro e segundo anticorpos ou porcdes de ligagcdo ao antigeno dos
mesmos.

9. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que o referido cancer é
resistente ou parcialmente resistente ao tratamento com um anticorpo
selecionado do grupo que consiste em cetuximabe, panitumumabe,
zalutumumabe, nimotuzumabe, ICR62, mAb806, matuzumabe e
anticorpos capazes de ligando o0 mesmo epitopo como qualquer um
destes.

10. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que o referido cancer é
selecionado a partir do grupo que consiste em cancer de cabecga e
pescocgo, cancer de colon, cancer de mama, cancer renal, cancer de
pulmado, cancer de ovario, cancer de prostata, glioma, cancer
pancreatico, cancer de bexiga, carcinoma de células ndo pequenas do
puimdo (NSCLC), cancer gastrico, cancer cervical, cancer
hepatocelular, cancer gastroesofagico, cancer colorretal, cancer retal,
carcinoma epitelioide, RCC, carcinoma de células escamosas de
cabegca e pescogco (SCCHN), cancer de esbdfago, glioblastoma
multiforme, carcinoma de células escamosas, cancer de rim, sarcoma
e melanoma.

11. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que o cancer é
carcinoma de células ndo pequenas do pulmao (NSCLC), carcinoma
de células escamosas da cabeca e pescoco (SCCHN) ou cancer
colorretal.

12. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
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reivindicacdes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que o referido cancer
€ resistente ou parcialmente resistente ao referido regime de
tratamento anterior.

13. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que o individuo é

humano.
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presenga de concentragdes variaveis de EGF
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ctggaggaaaagaaagtttgccaaggcacgagtaacaaactcacgcagttgggcacttttgaagatcatt
ttctcagecteccagaggatgttcaataactgtgaggtggtecttgggaatttggaaattacctacgtgea
gaggaattatgatctttecttecttaaagaccatccaggaggtggetggttatgtecctcategeectcaac
acagtggagcggattcctttggaaaacctgcagatcatcagaggaaacatgtactatgaaaattcctatyg
ccttagcagtcttatctaactatgatgcaaataaaaccggactgaaggagectgeccatgagaaacttaca
ggaaatcctgcatggcegeegtgcggttcagecaacaaccetgecctgtgcaacgtggagagecateccagtgyg
cgggacatagtcagcagcgagtttctcagcaacatgtcgatggactteccagaaccacctgggcagetgec
aaaagtgtgatccaagctgtcccaatgggagetgectggggtgcaggagaggagaactgccagaaactgac
caaaatcatctgtgcccagcagtgcteccgggegectgeecgeggcaagtecceccagtgactgetgecacaac
cagtgtgccgegggetgecacgggeccececgggagagegactgectggtetgecgcaaattecgagacgaag
ccacgtgcaaggacacctgecceccccactecatgetctacaaccccaccacataccagatggatgtgaacce
cgagggcaaatacagctttggtgccacctgegtgaagaagtgteccegtaattatgtggtgacagatcac
ggctegtgegtecgagectgecggggecgacagectatgagatggaggaagacggegtecgcaagtgtaaga
agtgcgaagggccttgecgcaaagtgtgtaatggaataggtattggtgaatttaaagacacactectecat
aaatgctacaaatattaaacacttcaaaaactgcacctccatcagtggcgatctccacatectgecggtyg
gcatttaggggtgactccttcacacacactcecgectetggatccacaggaactggatattectgaaaaceg
taaaggaaatcacagggtttttgctgattcaggcttggectgaaaacaggacggacctecatgettttga
gaacctagaaatcatacgtggcaggaccaagcaacacggtcagttttctecttgeggtegtcagectgaac
ataacatccttgggattacgctcecctcaaggagataagcgatggagatgtgataatttcaggaaacaaaa
atttgtgctatgcaaatacaataaactggaaaaaactgtttgggacctccagtcagaaaaccaaaattat
aagcaacagaggtgaaaacagctgcaaggccacgggecaggtctgecatgecttgtgetecccecgaggge
tgctggggcccggageccagggactgegtetcetgecagaatgtcagecgaggcagagaatgegtggaca
agtgcaacatcctggagggcgagccaagggagtttgtggagaactctgagtgecatacagtgecacccaga
atgcctgcceccaggtcatgaacatcacctgcacaggacggggaccagacaactgtatccagtgtgeccac
tacattgacggcccccactgegtcaagacctgecccagecaggagtcatgggagaaaacaacaccctggtcet
ggaagtacgcagacgccggcecacgtgtgccacctgtgeccatccaaactgecacctacggatgecactgggec
aggtcttgaaggctgtgcaaggaacgggcctaagatcccatcce

FIG. 23A

LEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLORMFNNCEVVLGNLEITYVORNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALN
TVERIPLENLQT TRGNMYYENSYALAVLSNYDANKTGLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPATLCNVESIQW
RDIVSSEFLSNMSMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCOKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHN
QCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKY SFGATCVKKCPRNYVVTDH
GSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDTLS INATNIKHFKNCTSISGDLHILPV
AFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRT DLHAFENLEI IRGRTKQHGQFSLAVVSLN
ITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLFGTSSQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEG
CWGPEPRDCVSCONVSRGRECVDKCNILEGEPREFVENSECIQCHPECLPQVMNITCTGRGPDNCIQCAH
YIDGPHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCARNGPKIPS

FIG. 23B
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(11 10 20 30 47

Cynomolgus EGFRECD (1) LEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLQRMFNNCEVVLGNLEITYVQ
Human EGFRECD (1) LEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLQRMFNNCEVVLGNLEITYV(Q
Consensus (1) LEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLQRMFNNCEVVLGNLE ITYVQ

Section 2

(48) 48 60 70 80 94

Cynomolgus EGFR ECD (48) RNYDLSFLKTI QEVAGYVLIALNTVERIPLENLQIIRGNMYYENSYA
Human EGFRECD (48) RNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERT PLENLQII RGNMYYENS YA
Consensus (48) RNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERI PLENLQI IRGNMYYENSYA

Section 3

(95) 95 100 110 120 130 141

Cynomolgus EGFRECD (95) LAVLSNYDANKT GLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPALCNVESIQWR
Human EGFRECD (95) LAVLSNYDANKTGLKE LPMRNLQEILHGAVRFSNNPALCNVES IQWR
Consensus (95) LAVLSNYDANKTGLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPALCNVES TIQWR

Section 4

(142) 142 150 160 ‘170 188

Cynomolgus EGFR ECD (142) DIVSSFLSNMSMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCQKLTK
Human EGFR ECD (142) DIVSSFLSNMSMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCQKLTK
Consensus (142) DIVSSDFLSNMSMDFQNHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCQKLTK

Section 5

(189) 189 200 210 220 235

Cynomolgus EGFR ECD (189) TICAQQCSGRCRGKS PSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEAT
Human EGFR ECD (189) IICAQQCSGRCRGKS PSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEAT
Consensus (189) IICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEAT

Section 6

(236) 236 250 260 270 282

Cynomolgus EGFR ECD (236) CKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYVVTDHGS
Human EGFR ECD (236) CKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYVVTDHGS
Consensus (236) CKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYVVTDHGS

Section 7

(283) 283 290 300 310 329

Cynomolgus EGFR ECD (283) CVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGE FKD%LSINA
Human EGFR ECD (283) CVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDSLSINA
Consensus (283) CVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDSLSINA

Section 8

(330) 330 340 350 360 376

Cynomolgus EGFR ECD (330) TNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKE
Human EGFR ECD (330) TNI KHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDI LKTVKE
Consensus (330) TNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKE

Section 9

(377) 377 390 400 410 423

Cynomolgus EGFR ECD (377) ITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEITRGRTKQHGQFSLAVVSLNITS
Human EGFRECD (377) ITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEI IRGRTKQHGQFSLAVVSLNITS
Consensus (377) ITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITS

FIG. 24
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(424) 424 430 440 450 460 470
Cynomolgus EGFR ECD (424) LGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANT INWKKLFGTSSQKTKIISNR
Human EGFR ECD (424) L.GLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLFGTSGQKTKIISNR
Consensus (424) LGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLFGTS QKTKIISNR

Section 11

(471) 471 480 490 500 517

Cynomolgus EGFR ECD 471) GENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCQNVSRGRECVDKCN|
Human EGFR ECD (471) GENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEP%DCVSCRNVSRGRECVDKCN%
Consensus (471) GENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPKDCVSC NVSRGRECVDKCNI
Section 12

(518) 518 530 540 550 564

Cynomolgus EGFR ECD (518) LEGEPREFVENSECIQCHPECLPQVMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDG
Human EGFR ECD (518) LEGEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDG
Consensus (518) LEGEPREFVENSECIQCHPECLPQ MNITCTGRGPDNCIQCAHYIDG

Section 13

(565) 565 570 580 590 600 611

Cynomolgus EGFR ECD (565) PHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEG
Human EGFR ECD (565) PHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEG
Consensus (565) PHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEG

Section 14

(612) 612 622

Cynomolgus EGFR ECD (612) CARNGPKIPS-

Human EGFR ECD (612) CPTNGPKIPS-
Consensus (612) C NGPKIPS

FIG. 24 cont.
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A431NS Erbitux 2h HNS Erbitux 15 min

HN5 992+1024 15 min

VRN

A431NS 992+1024 2h

A431NS 992+1024 2h

FIG. 29
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atgcgaccctccgggacggccggggccgcgctcctggcgctgctggctgcgctttgccccgcgagtcgggctctggaggaaaa
gaaagtttgccaaggcacgagtaacaaactcacgcagttgggcacttttgaagatcattttctcagcctccagaggatgttca
ataactgtgaggtggtccttgggaatttggaaattacctacgtgcagaggaattatgatctttccttcttaaagaccatccag
gaggtggctggttatgtcctcatcgccctcaacacagtggagcggattcctttggaaaacctgcagatcatcagaggaaacat
gtactatgaaaattcctatgccttagcagtcttatctaactatgatgcaaataaaaccggactgaaggagctgcccatgagaa
acttacaggaaatcctgcatggcgccgtgcggttcagcaacaaccctgccctgtgcaacgtggagagcatccagtggcgggac
atagtcagcagcgagtttctcagcaacatgtcgatggacttccagaaccacctgggcagctgccaaaagtgtgatccaagctg
tcccaatgggagctgctggggtgcaggagaggagaactgccagaaactgaccaaaatcatctgtgcccagcagtgctccgggc
gctgccgcggcaagtcccccagtgactgctgccacaaccagtgtgccgcgggctgcacgggcccccgggagagcgactgcctg
gtctgccgcaaattccgagacgaagccacgtgcaaggacacctgccccccactcatgctctacaaccccaccacataccagat
ggatgtgaaccccgagggcaaatacagctttggtgccacctgcgtgaagaagtgtccccgtaattatgtggtgacagatcacg
gctcgtgcgtccgagcctgcggggccgacagctatgagatggaggaagacggcgtccgcaagtgtaagaagtgcgaagggcct
tgccgcaaagtgtgtaatggaataggtattggtgaatttaaagacacactctccataaatgctacaaatattaaacacttcaa
aaactgcacctccatcagtggcgatctccacatcctgccggtggcatttaggggtgactccttcacacacactccgcctctgg
atccacaggaactggatattctgaaaaccgtaaaggaaatcacagggtttttgctgattcaggcttggcctgaaaacaggacg
gacctccatgcttttgagaacctagaaatcatacgtggcaggaccaagcaacacggtcagttttctcttgcggtcgtcagcct
gaacataacatccttgggattacgctccctcaaggagataagcgatggagatgtgataatttcaggaaacaaaaatttgtgct
atgcaaatacaataaactggaaaaaactgtttgggacctccagtcagaaaaccaaaattataagcaacagaggtgaaaacagc
tgcaaggccacgggccaggtctgccatgccttgtgctcccccgagggctgctggggcccggagcccagggactgcgtctcctg
tcagaatgtcagccgaggcagagaatgcgtggacaagtgcaacatcctggagggcgagccaagggagtttgtggagaactctg
agtgcatacagtgtcacccagaatgcctgccccaggtcatgaacatcacctgcacaggacggggaccagacaactgtatccag
tgtgcccactacattgacggcccccactgcgtcaagacctgcccagcaggagtcatgggagaaaacaacaccctggtctggaa
gtacgcagacgccggccacgtgtgccacctgtgccatccaaactgcacctacggatgcactgggccaggtcttgaaggctgtg
caaggaacgggcctaagatcccatccatcgccactgggatggtgggggccctcctcttgctgctggtggtggccctggggatc
ggcctcttcatgcgaaggcgccacatcgttcggaagcgcacactgcggaggctgctgcaggagagggagcttgtggagcctct
tacgcccagtggagaagctcccaaccaagctctcttgaggatcttgaaggaaactgaattcaagaagatcaaagtgctgggct
ccggtgcgttcggaactgtgtataagggactctggatcccagaaggtgagaaagttaaaattcccgtcgctatcaaggaatta
agagaagcaacatctccgaaagccaacaaggaaatcctcgatgaagcctacgtgatggccagcgtggacaacccccatgtgtg
ccgcctgctgggcatctgcctcacctccaccgtgcagctcattacgcagctcatgcccttcggctgcctcctggactacgtcc
gggaacacaaggacaatatcggctcccagtacctgctcaactggtgtgtgcagattgcaaagggcatgaactacttggaggac
ngcgcttggtgcaccgcgacctggcagccaggaacgtactggtgaaaacgccacagcatgtcaagatcacagattttgggct
ggccaaactgctgggtgcagaagagaaagaataccatgcagaaggaggcaaagtgcctatcaagtggatggcgttggaatcaa
ttttacaccgaatttatacccaccagagtgatgtctggagctacggggtgaccgtttgggagttgatgacctttggatccaag
ccatatgacggaatccctgccagcgagatctcctccatcctggagaaaggagaacgcctcccccagccacccatatgtaccat
cgatgtctacatgatcatggtcaagtgctggatgatagacgcagatagtcgcccaaagttccgtgagttgatcattgaattct
ccaaaatggcccgagacccccagcgctaccttgttattcagggggatgaaagaatgcatttgccaagccctacagactccaac
ttctaccgtgccctgatggatgaagaagacatggacgacgtggtggatgccgacgagtacctcatcccacagcaaggcttctt

cagcagcccctccacgtcacggactcccctcctgagctctctgagtgcaactagcaacaattccactgtggcttgcattgata

Fig. 34A
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gaaatgggctgcaaagctgttccatcaaggaagacagcttcttacagcgatacagctcagaccccacaggcgcctt
gactgaggacagcatagacgacaccttcctcccagtgcctgaatacataaaccagtctgttcccaaaaggcccgct
ggctctgtgcagaatcctgtctatcacaatcagcctctgaaccctgcgcccagcagagacccacactaccaggacc
cccacagcaccgcagtgggcaaccccgagtatctcaacactgtccagcccacctgtgtcaacagcacattcgacag
ccctgctcattgggcccagaaaggcagccaccaaattagcctggacaaccctgactaccagcaggacttctttccc
aaggaagccaagccaaatggcatctttaagggctccacagctgaaaatgcagaatacctaagggtcgcaccacaaa

gcagtgaatttattggagcatga
. Fig. 34A (Cont.)

MRPSGTAGAALLALLAALCPASRALEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLORMFNNCEV
VLGNLEITYVQRNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERIPLENLQI IRGNMYYENSYALA
VLSNYDANKTGLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPALCNVES IQWRDIVSSEFLSNMSMDF
QNHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCQKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGC
TGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYV
VTDHGSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDTLSINATNIKHFK
NCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAF
ENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANT INWKKL
FGTSSQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCONVSRGRECVDKCN
ILEGEPREFVENSECIQCHPECLPQVMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVM
GENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCARNGPKIPSIATGMVGALLLLLVV
ALGIGLFMRRRHIVRKRTLRRLLQERELVEPLTPSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGS
GAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREATSPKANKE ILDEAYVMASVDNPHVCRLLGI
CLTSTVQLITQLMPFGCLLDYVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAA
RNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSY
GVTVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMVKCWMIDADSRPK
FRELITEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQ
QGFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCSIKEDSFLORYSSDPTGALTED
SIDDTFLPVPEYINQSVPKRPAGSVONPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEYLN
TVQPTCVNSTEFDSPAHWAQKGSHQI SLDNPDYQQDFFPKEAKPNGI FKGSTAENAEYLRV
APQSSEFIGA

Fig. 34B
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P=0.0135

@~ 992+1024 2 mg/semana
-8 992+1024 1 mg/semana
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P =0.0002

-
o
.
o
,_:
o
T

60

T
80 100

Dias depois da inoculagio

FIG. 38

1
120



% de Sobrevida de camundongos

41/49
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hu992vH QVOLVQSGA-EVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYW—-—~--MHWVRQAPGQGLEWMGIIYPGS 60

chi992VH EVQLQQOPGS-ELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYW---~MHWVKQRPGOGLEWIGNIYPGS 60
THREK k ke kg akkkkkkakkkk kA k kKA KKk Akkk gk kkkkkkk ek Xkkhok

hu992vVH RST--SYAQKFQ-GRVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDY 117

chi992VH RST--NYDEKFK-SKATLTVDTSSSTAYMQOLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDY 117
Rk ko pkkg g Kk Ak kX Kk g kEAkk hkk kAR kkkkk ko kkok ok ok ok

hu992vH WGQGTLVTIVS 127

chi992VH WGQGTSVTVS 127

*khkkkk Khhkk

hu992vL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIGNY——~~—— LAWYQQKPGKVPKLLIYYTS—- 60
chi992VL DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNY~————— LNWYQQKPDGTVKLLIYYTS-- 60
Fh kkky KKKk Ak ghkkAAkhk s hk s kkAARKK Kokkkkkk | kkkkkkkk
Hu%%2vL  ————- TLOSGVP-SRFSGSG—SGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQHYNT-—--VPPTFGGGTKV 124
chi992vL = ————- RLHSGVP-SRFSGSG—SGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNT-—---VPPTFGGGTKL 124
HpHKKA kKKK Kkkk  KAKKKghRE | ss kkkkkk KAk Kk KoKk ok kk g
hu992vL EIK 127
chi992vL EIK 127
* %k
FIG. 41B
hul024vH QVQLVQSGA-EVKKPGASVKVSCKASGYTFT SHW----MHWVRQAPGQGLEWMGWINPSS 60
chil024VH QVQLOOPGA-ELVEPGGSVKLSCKASGY TFTSHW---~MHWVKQRPGQGLEWIGEINPSS 60
Kkkk ok kkky skk | kkkekkkk R AR ARAAkk K Kkkk gk ckkkkkkk sk kkkkk
hul024VH GRN--NYAQKFQ-GRVIMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARYYGYDE-AMDYWGQOG 121
chil024VH GRN——NYNEKFK—SKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYYGYDE-AMDYWGQG 121
KRk ko gk kak ok ok kKKK RRAKK gk kkkkk AkAkkkk Ahkkkkok
hul024VH TSVTVS 127
chil024VH TLVTVS 127
* Xk k%
chil024vL DIVMTQAAFSNPVTLGTSAS ISCRSSKSLLHSNGITY-LYWYLQKPGQSPQLLIYQMS—~ 65
hul024VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHSNGITY~LDWYLQKPGQSPQLLIYQMS-- 65
KEkEFxk s ok Xk K KAKRA K KA KK AR K I A * * Ak Ak kh A A Ak kK k&
chil024vL = ————- NLASGVP-DRFSSSG--SGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLE-——-LPYTFGCGTKI 124
hul024vL ————- NRASGVP-DRFSGSG--SGTDFTLKI SRVEAEDVGVYYCAQNLE---~LPYTFGGGTKV 124
Kokkkkk Kkkk kX KKKk hk gk k kA Kk AR ALk kk ok ok ok Xokok ok ok ok k ok ok g
chil024VL EIK 127
hul024VL EIK 127

* % %
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992 IGHV Ligante 1024 IGHV

99211024 IGHV

992 IGKV Ligante 1024 IGKV IGKC

99211024 IGKV

FIG. 42A

1024 IGHV Ligante 992 IGHV

10241992 IGHV

1024 IGKV Ligante 992 IGKV IGKC

10241992 IGKV

FIG. 42B
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45/49

HNS5 wt
1501
=0~ Controle Negativo
=B~ Erbitux
1001 =k~ Vectibix
- 992
- 1024
== Sym004
501
c L L) L) L) L) L]
-4 -3 -2 -1 0 1 2
Log Concentragédo de Anticorpo (3 g/ml)
HN5 Resistente a Erbitux
150-
=o~ Controle Negativo
=&= Erbitux
100+ ‘4= Vectibix
- 992
- 1024
-~ Sym004
50-
c L] L) ¥ L] L) L]
-4 -3 -2 -1 0 1 2

Log Concentragéo de Anticorpo (3 g/ml)

FIG. 43



Volume do tumor (mm®)

46/49

1500+

W=

ERERRERE

100

@~ N
o ©

107

BN
2RO

D
-

. v -
0 50 100 150

Dias apés a randomizagéo

FIG. 44




Volume do tumor (mm?®)

1250+

1000

750+

500+

250

47/49

Pré-tratamento  Tratamento continuado

Erbitux Erbitux vs. Sym004 Sk s FHgge ek

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Dias depois do pré-tratamento com Erbitux

—&— Controle, 1 mg i.p. duas vezes por semana, N=10
~@— Erbitux, 1 mg i.p. duas vezes por semana, N=12
—&— Erbitux seguido por Sym004, 1 mg i.p. duas vezes por semana, N=12

* p<0.05, *p<0.01: Erbitux vs. Sym004
11, 10: Ndmero de animais separados em grupo

FIG. 45
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Periodo de tratamento
900+

-©- Eitux 50 mg/kg i.p. duas vezes por semana, N=3
=8 Sym004, 50 mg/kg i.p. duas vezes por semana, N=2

600

300+

25 35 45 55
Dias apds o inicio do tratamento
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