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Resumo

"Uso de um anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade celular acrescida dependente de anticorpo
(ADCC) em combinagdo com ciclofosfamida, vincristina e

doxorubicina para tratar linfomas ndo-Hodgkin"

A presente invencado diz respeito ao uso de um anticorpo
anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade celular acrescida
dependente de anticorpo (ADCC) para o fabrico de um
medicamento para o tratamento do cancro, especialmente de
cancros que expressam CD20 em combinacdo com um ou VArios
agentes terapéuticos seleccionados no grupo constituido por

ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

400 +
350 +

3000 4 / ya

2500 - / ff ;
f j

2000 + / / /
£ 4 / /
1990 fﬂ/j ¢/f g/i{ f PSS
C} '{ij .MB - "% ‘_p
> X o j‘..x &
1000 - ‘/‘/ / ,.f‘ J/ ‘/’J &
N >
!f ‘ ;"k‘ y’/} o~ - o
500 + ﬂéfi_ffﬁ. e ,:_ s
P e e $
g :i;%.-a—ﬂ@-fgff:h—i-m TP B ¢ eaerd ¢t g +
3 35 A4 A5 §0 85 &0 85

FIG. 4



Descrigdo

"Uso de um anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade celular acrescida dependente de anticorpo
(ADCC) em combinagdo com ciclofosfamida, vincristina e

doxorubicina para tratar linfomas ndo-Hodgkin"

A presente invencado diz —respeito ao uso de um
anticorpo anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade celular
acrescida dependente de anticorpo (ADCC) para o fabrico de
um medicamento para o tratamento do cancro, especialmente
dos cancros que expressam CD20 em combinacdo com um agente
quimioterapéutico seleccionado a partir do grupo que

consiste em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

Antecedentes da Invengédo

A molécula de CD20 (designada também como linfdécito-B
humano—-antigénio de diferenciacdo restrita ou Bp35) & uma
proteina transmembranar hidrofdbica com um peso molecular
de aproximadamente 35kD localizada em linfdécitos pré-B e
linfécitos maduros B (Valentine, M.A., et al., J. Biol.
Chem. 264 (19) (1989) 11282-11287; e Einfield, D,24,, et al.,
EMBO J. 7(3) (1988) 711-717). CD20 ¢é encontrado a
superficie de mais do que 90% de células B de sangue
periférico ou orgdos linfoides e ¢é expressa durante o
desenvolvimento inicial de pré-células B e permanece até
até a diferenciacdo de células do plasma. CD20 encontra-se
presente tanto em células B normais, como em células B
malignas. Em particular CD20 é expresso em mais do que 90%
das células B de 1linfomas nao-Hodgkin (NHL), (Anderson,

K.C., et al., Blood 63(6) (1984) 1424-1433)), mas nao &



encontrada em células hematopoiéticas estaminais, células
pro-B, células de plasma normais, ou outros tecidos normais
(Tedder, T.F., et al., J, Immunol. 135(2) (1985) 973-979).

A regido carboxilo terminal de 85 aminocdcidos da
proteina CD20 encontra-se localizada no citoplasma. O
comprimento desta regido contrasta com as estruturas de
superficie especificas de outras células B, tais como as
cadeias pesadas de IgM, IgD, e 1IgG ou antigénios de
histocompatibilidade da classe Ila ou cadeias B, que
possuem regides intracitoplasmaticas de 3, 3, 28, 15, e 16
aminoacidos, respectivamente (Komaromy, M., et al., NAR 11
(1983) 6775-6785). Dos ultimos 61 aminodcidos de terminal
carboxilo, 21 sdo residuos acidicos, enquanto apenas 2 sao
basicos, indicando que esta regido possul uma carga
resultante fortemente negativa. O N2 de acesso do GenBank
é NP-690605. Pensa-se que o CD20 possa estar envolvido na
regulacao dos passo(s) iniciai(s) do processo de activacgao
e diferenciacéo de células B (Tedder, T.F., et al., Eur. J.
Immunol. 16 (1986) 881-887) e possa funcionar como um canal
de id0 célcio (Tedder, T.F., et al., J. Cell. Biochem. 14D
(1990) 195).

Existem dois tipos diferentes de anticorpos anti-CD20
gque diferem significativamente no seu modo de ligacédo a
CD20 e nas suas actividades bioldégicas (Cragg, M.S., et
al., Blood 103 (2004) 2738-2743; e Cragg, M.S., et al.,
Blood, 101 (2003) 1045-1052). Os anticorpos do tipo I, como
por ex. rituximab, sdo potentes em complementar a
citotoxicidade mediada, enquanto anticorpos do tipo 1II,
como por ex. Tositumomab (B1), 11B8, AT80 ou anticorpos
humanizados B-Lyl, iniciam de forma eficaz a morte celular
dirigida, através de apoptose independente da caspase com

exposicado concomitante a fosfatidilserina.



As caracteristicas comuns partilhadas pelos anticorpos

anti-CD20 do tipo I e do tipo II encontram-se sumarizadas

na Tabela 1.

Tabela 1:

Propriedades dos anticorpos anti-CD20 do tipo I e do tipo

IT

Anticorpos anti-CD20 do tipo
I

Anticorpos anti-CD20 do tipo
IT

Epitopo de CD20 do tipo I

Epitopo de CD20 do tipo II

Localizam CD20 a Jjangadas | Nao localizam CD20 a

lipidicas jangadas lipidicas

CDC acrescida (se do isotipo |CDC diminuida (se do isotipo

IgGl) IgGl)

Actividade ADCC (se do | Actividade ADCC (se do

isotipo IgGl) isotipo IgGl)

Capacidade de ligacédo | Capacidade de ligacéao

completa reduzida

Agregacdo homotipica Agregacgéao homotipica mais
forte

Inducao de apoptose por | Inducédo de forte morte

reticulacéo celular sem reticulacéo

Sumdrio da Invengédo

A invencdo compreende o uso do anticorpo anti-CD20 do

tipo II com citotoxicidade celular dependente de anticorpo

acrescida (ADCC) para o fabrico de um medicamento para o

tratamento do cancro que expressa CD20 em combinacg¢do com um
ou varios agentes quimioterapéuticos seleccionados a partir

do grupo constituido por ciclofosfamida, vincristina e

doxorubicina, caracterizado por o dito anticorpo anti-CD20
do tipo II ser um anticorpo B-Lyl humanizado modificado por
glicosilacdo, em gque o anticorpo humanizado B-Lyl possui

uma regido varidvel da cadeia pesada (VH) da SEQ ID No.7 e

uma regido varidvel da cadeia leve (VL) da SEQ ID No.20, e
0 tratamento com o anticorpo anti-CD20 do tipo II estar
combinado com:

a) ciclofosfamida e vincristina, ou



b) ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

A invencado compreende ainda um anticorpo anti-CD20 do
tipo II com citotoxicidade celular dependente de anticorpo
acrescida (ADCC) para o fabrico de um medicamento para o
tratamento do cancro que expressa CD20 em combinacd&o com um
ou varios agentes guimioterapéuticos seleccionados a partir
do grupo constituido por ciclofosfamida, wvincristina e
doxorubicina, caracterizado por o dito anticorpo anti-CD20
do tipo II ser um anticorpo B-Lyl humanizado modificado por
glicosilacao, em que o anticorpo humanizado B-Lyl possui
uma regido varidvel da cadeia pesada (VH) da SEQ ID No.7 e
uma regido varidvel da cadeia leve (VL) da SEQ ID No.20, e
0 tratamento com o anticorpo anti-CD20 do tipo II estar

combinado com:

a) ciclofosfamida e vincristina, ou

b) ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

Descrigédo Detalhada da Invengéo

O termo “anticorpo” abrange as varias formas de
anticorpos incluindo, mas nao se encontrando limitado a
anticorpos completos, anticorpos humanos, anticorpos
humanizados e anticorpos modificados por glicosilacao, tais
como anticorpos monoclonais, anticorpos quiméricos, ou
anticorpos recombinantes, assim como a fragmentos de tais

anticorpos desde que sejam retidas as propriedades

caracteristicas de acordo com a invencdo. Os termos
w 4 ” Ww 4 = 4
anticorpo monoclonal ou composicao de anticorpo

monoclonal”, quando aqui wutilizado diz respeito a uma

preparagcdo de moléculas de anticorpo de uma Unica
composicao de aminodcidos. Neste contexto, o) termo

“anticorpo monoclonal humano” diz respeito a anticorpos que



exibem uma especificidade de 1ligacdo uUnica dgue possuem
regides varidveis e constantes derivadas das sequéncias da
imunoglobulina da linha germinativa humana. Numa
concretizacao, 0os anticorpos monoclonais humanos sao
produzidos por um hibridoma gque inclui uma célula B obtida
a partir de um animal n&o humano transgénico, por ex. um
ratinho transgénico, gue possui um genoma que compreende
uma cadeia pesada humana transgénica e uma cadeia leve
humana transgénica fundida com uma célula imortalizada.

Preferencialmente o dito anticorpo anti-CD20 do tipo
IT € um anticorpo monoclonal.

O termo “anticorpo quimérico” diz respeito a um
anticorpo monoclonal gue compreende uma regido variadvel,
i.e., uma regido de 1ligacéo, a partir de uma fonte ou
espécies e pelo menos uma porcgdo de uma regido constante
derivada de uma fonte diferente ou espécies, geralmente
preparadas por técnicas de ADN recombinantes. Anticorpos
quiméricos que compreendem uma regido de murino varidvel e
uma regiao constante humana s&o especialmente preferidas.
Tais anticorpos quiméricos de murino/humanos s&o o produto
de genes de imunoglobulina expressos compreendendo
segmentos de ADN que codificam para regides varidveis de
imunoglobulina de murino e segmentos de ADN que codificam
para regides constantes de imunoglobulina humana. Outras
formas de “anticorpos quiméricos” abrangidas pela presente
invencdo, s&do aquelas, cuja classe, ou subclasse foi
modificada ou alterada a partir daquela do anticorpo
original. Tais anticorpos “quiméricos” sdo também referidos
como “anticorpos de classe trocada”. Métodos para produzir
anticorpos gquiméricos envolvem ADN recombinante
convencional e técnicas de transfeccdo genética bem
conhecidas do estado da técnica. Ver, por ex.
Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 81 (1984)
6851-6855; US 5,202,238 and US 5,204,244,



0 termo “anticorpo  humanizado” diz respeito a
anticorpos, cuja estrutura ou “regides que determinam a
complementaridade” (CDR) foram modificadas, de modo a
compreender a CDR de wuma imunoglobulina de diferente
especificidade, quando comparada com a da imunoglobulina
progenitora. Numa concretizagdo preferida, uma CDR de
murino é enxertado numa regido estrutural de um anticorpo
humano para preparar o “anticorpo humanizado”. Ver, por
ex., Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; e
Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270. Os CDRs
particularmente preferidos correspondem aquelas sequéncias
representativas que reconhecem oS antigénios acima
mencionados como anticorpos quiméricos e bifuncionais.

O termo “anticorpo humano”, guando aqui utilizado
destina-se a incluir anticorpos gue possuem regides
varidveis e constantes derivadas das sequéncias humanas da
linha germinativa da imunoglobulina. Os anticorpos humanos
sdo bem conhecidos do estado da técnica (van Dijk, M.A., e
van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Chem Biol 5 (2001) 368-
374). Baseados em tal tecnologia, podem ser produzidos
anticorpos humanos contra uma grande variedade de alvos.
Exemplos de tais anticorpos sado por exemplo descritos em
Kellermann, S. A., et al., Curr Opin Biotechnol. 13 (2002)
593-597.

O termo “anticorpo humano recombinante”, quando aqui
utilizado, destina-se a incluir todos os anticorpos humanos
que sao preparados, expressos, criados ou isolados, através
de meios recombinantes, tais como anticorpos isolados de
uma célula hospedeira, tal como uma célula NSO ou CHO, ou
de um animal (por ex. um ratinho) que & transgénico para
genes de imunoglobulina humana, ou anticorpos expressos
utilizando um vector de expressao recombinante transfectado
para uma célula hospedeira. Tais anticorpos humanos

recombinantes possuem regides varidveis e constantes



derivadas de sequéncias humanas da linha germinativa da
imunoglobulina numa forma modificada. Os anticorpos humanos
recombinantes de acordo com a invencdao foram sujeitos a
hipermutacdo somatica in vivo. Assim, as sequéncias de
aminodcidos das regides VH e VL dos anticorpos
recombinantes sao sequéncias que enquanto derivadas e
relacionadas com as sequéncias da linha germinativa VH e VL
ndo podem existir naturalmente dentro do reportdrio da
linha germinativa do anticorpo humano in vivo.

Quando aqui utilizado o termo, “ligacdo especifica” ou
“liga—-se especificamente a” diz respeito a um anticorpo que
se liga especificamente ao antigénio CD20.
Preferencialmente, a afinidade de ligacgdéo tem um valor de
KD de 107 mol/l ou inferior (por ex. 10*° mol/1),
preferencialmente com um valor de KD de 10 mol/1 ou
inferior (por ex. 10 mol/l). A afinidade de ligacdo &
determinada por um ensaio de ligacgdao padrao, tal como uma
andlise por representacdo de Scatchard em células dgue
expressam CD20.

O termo “molécula de 4&cido nucleico”, gquando aqui
utilizado destina-se a incluir moléculas de ADN e moléculas
de ARN. Uma molécula de &cido nucleico pode ser de cadeia
simples ou de dupla cadeia, mas ¢é preferencialmente uma
cadeia dupla de ADN.

O termo “dominios constantes” nao se encontram
envolvidos directamente na ligacdo do anticorpo ao
antigénio, mas estdo envolvidos nas funcgdes efectoras
(ADCC, ligacao de complemento, e CDC).

A “regido variavel” (regido variavel de uma cadeia
leve (VL), regido varidvel de uma cadeia pesada(VH)),
guando aqui utilizada representa cada um dos pares das
cadeias leves e pesadas envolvidas directamente na ligacéo
do anticorpo ao antigénio. Os dominios das cadeias humanas

pesadas e leves varidveis possuem a mesma estrutura geral e



cada dominio compreende quatro regibes estruturais (FR),
cujas sequéncias sao largamente conservadas, ligadas por
trés "regides hipervaridveig" (ou por regides que
determinam a complementaridade, CDRs) . As regiodes
estruturais adoptam uma conformacdo de folha b e as CDRs
podem formar lagcos que ligam a estrutura em folha b. As
CDRs em cada cadeia sd8o mantidas na sua estrutura
tridimensional por regiodes estruturais e formam
conjuntamente com as CDRs da outra cadeia o local de
ligacgdo do antigénio. As regides CDR3 das cadeias pesadas e
leves desempenham um papel particularmente importante na
especificidade/afinidade da ligacdo dos anticorpos de
acordo com a 1invencado e disponibilizam por isso um outro
objecto da invencéo.

Os termos “regido hipervaridvel” ou porcdo de ligacéo
ao antigénio de um anticorpo” gquando aqui utilizados
referem-se aos residuos de aminodcidos de um anticorpo que
sdo responsaveis pela ligacdo ao antigénio. A regiédo
hipervaridvel compreende residuos de aminodcidos das
“regides que determinam a complementaridade” ou "CDRs".
Regides "estrutura- expressdao anglo-saxdnica: framework" ou
"FR" sdo aquelas regides de dominio varidvel diferentes dos
residuos das regides hipervaridveis de acordo com o aqui
definido. Por 1isso, as cadeias leves e pesadas de um
anticorpo compreendem do terminal N ao terminal C os
dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, e FRA4.
Especialmente, CDR3 da cadeia pesada € a regidao que
contribui mais para a ligacdo ao antigénio. As regides CDR
e FR sao determinadas de acordo com a definicdo padrao de
Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunoclogical
Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) and/or those

residues from a "hypervariable loop".



Os termos antigénio "antigénio CD20" e "CD20" sdo aqui

utilizados permutavelmente, e incluem quaisquer variantes,

isoformas e espécies homdélogas do CD20 humano que séao

expressas naturalmente por células ou SsSa80 expressas em

células transfectadas com o gene CD20. A ligacdo de um

anticorpo da invencdo ao antigénio CD20 medeia a morte das

células que expressam CD20 (por ex., uma célula tumoral)

por inactivacdo de CD20. A morte das células que expressam

CD20 pode ocorrer, através de um ou varios dos mecanismos

seguintes: morte celular/inducdo da apoptose, ADCC e CDC.
Sinénimos de CD20 reconhecidos no estado da técnica,

incluem o antigénio CD20 do 1linfdécito-B, antigénio de

superficie do linfécito B, B1l, Leu-16, Bp35, BM5, e LFb5.

O termo “anticorpo anti-CD20” de acordo com a invencgéao
€ um anticorpo que se liga especificamente ao antigénio
CD20. Dependendo das propriedades de ligacdo e actividades
biocldégicas de anticorpos anti-CD20 em relacdo ao antigénio
CD20, os dois tipos anti-CD20

de anticorpos (anticorpos

anti-CD20 do tipo I e do tipo II) podem ser distinguidos de

acordo com Cragg, M.S., et al., Blood 103 (2004) 2738-2743;
e Cragg, M.S., et al., Blood 101 (2003) 1045-1052, ver
Tabela 2.

Tabela 2

Propriedades dos anticorpos anti-CD20 do tipo I e do tipo IT

Anticorpos anti-CD20 do tipo I

Anticorpos anti-CD20 do tipo II

Epitopo CD20 do tipo I

Epitopo CD20 do tipo II

Localizam CD20 a jangadas | Ndo 1localizam CD20 a jangadas
lipidicas lipidicas

CDC acrescida (se do isotipo [|CDC diminuida (se do isotipo
IgGl) IgGl)

Actividade ADCC (se do isotipo | Actividade ADCC (se do isotipo
IgGl) IgGl)

Capacidade de ligacao completa

Capacidade de ligacgdo reduzida

Agregagdo homotipica

Agregacdo homotipica mais forte

Inducgéo de apoptose
reticulacgéao

por

Inducdo de forte morte celular
sem reticulacdao
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Uma propriedade essencial do anticorpo anti-CD20 do

tipo I e do tipo II é o seu modo de ligacdo. Assim, o
anticorpo do tipo I e do tipo II pode ser classificado pela
razdo das capacidades de ligacdo ao CD20 em células Raji
(ATCC-No. CCL-86) do dito anticorpo anti-CD20, quando
comparado com rituximab.
Os anticorpos anti-CD20 do tipo II possuem uma razao entre
as capacidades de ligacdo a CD20 em células Raji (ATCC-No.
CCL-86) do dito anticorpo anti-CD20, gquando comparada com
rituximab de 0,3 a 0,6, preferencialmente de 0,35 a 0,55,
mais preferencialmente de 0,4 a 0,5. Exemplos de anticorpos
anti-CD20 do tal tipo II incluem por ex. tositumomab (Bl
IgG2a), anticorpo B-Lyl humanizado IgGl (um anticorpo IgGl
humanizado quimérico de acordo com o revelado na WO
2005/044859), 11B8 IgGl (tal como o revelado na WO
2004/035607), e AT80 IgGl. Preferencialmente o anticorpo
anti-CD20 do tipo II € um anticorpo monoclonal gque se liga
ao mesmo epitopo como um anticorpo humanizado B-Lyl (como
revelado na WO 2005/044859).

Os anticorpos do tipo I anti-CD20 em contraste com os
anticorpos do tipo ITI possuem uma razao entre as
capacidades de 1ligacdo a CD20 em células Raji (ATCC-No.
CCL-86) do dito anticorpo anti-CD20, gquando comparado com
rituximab de 0,8 a 1,2, preferencialmente de 0,9 a 1,1.
Exemplos de tais anticorpos anti-CD20 do tipo I incluem por
ex. rituximab, 1F5 IgG2a (ECACC, hibridoma; Press, O0.W., et
al., Blood 69/2 (1987) 584-591), HI47 IgG3 (ECACC,
hibridoma), 2C6 IgGl (tal como revelado na WO 2005/103081),
2F2 IgGl (tal como revelado na WO 2004/035607 e na WO
2005/103081) e 2H7 IgGl (tal como revelado na WO
2004/056312) .

A “razao entre as capacidades de ligacao a CD20 em
células Raji (ATCC-No. CCL-86) de anticorpos anti-CD20,

quando comparados com rituximab” é determinada por medidas
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de imunofluorescéncia directas (sdo medidas as intensidades
de fluorescéncia médias (MFT) utilizando o dito anticorpo
anti-CD20 conjugado com Cy5 e rituximab conjugado com Cyb
numa matriz FACS (Becton Dickinson) com células Raji (ATCC-
No. CCL-86), de acordo com o descrito no Exemplo No. 2, e

calculado de acordo com o seguinte:

Razdo entre as capacidades de ligagdo a CD20 em células

Raji (ATCC-No. CCL-86)=

MFHanticorpe Cy5 anti — CO20) Cy5 — razio de marcacie{Cy5 — ritusimab)
- - N N P, = = — .. -
MEHCYS — rituximab Cy5 — razie de marcacin{anticorps Cy5 anti — €D20)

MEFI ¢é a intensidade de fluorescéncia média. Quando
aqui utilizado a " Cyb5-razdo de marcacdo " significa o
numero de moléculas Cy5 de marcacdo por molécula de
anticorpo.

Tipicamente o dito anticorpo anti-CD20 do tipo 1II
possul uma razdo das capacidades de ligacdo a CD20 em
células Raji (ATCC-No. CCL-86) do dito segundo anticorpo
anti-CD20 quando comparado com rituximab de 0,3 a 0,6,
preferencialmente 0,35 a 0,55, mais preferencialmente 0,4 a
0,5.

O dito anticorpo anti-CD20 do tipo II de acordo com a
invengdo possul citotoxicidade celular acrescida dependente
do anticorpo (ADCC).

Por T“anticorpo que ©possui citotoxicidade <celular
acrescida dependente do anticorpo (ADCC)” ou “anticorpo com
citotoxicidade celular acrescida dependente do anticorpo
(ADCC)" entende-se um anticorpo, como aqui definido que
possui ADCC acrescida determinada, através de qualquer
método adequado conhecido do perito no estado da técnica.

Uma vez aceite, o ensaio ADCC in vitro & o seguinte:
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1) o ensaio utiliza células alvo que s&do conhecidas por
expressarem o antigénio alvo reconhecido pela regido de

ligacgdo ao antigénio do anticorpo;

2) 0o ensailio wutiliza células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), isolado a partir do sangue de um dador

saudavel escolhido aleatoriamente;

3) o ensaio é efectuado de acordo com o protocolo seguinte:

i) as PBMCs sado 1soladas wutilizando procedimentos de
centrifugacdo de densidade padrdo e sao suspensas com 5 x

10° células/ml em meio de cultura celular RPMI;

ii) as células alvo sao cultivadas por processo padrao de
cultura de tecidos, recolhidas a partir da fase de
crescimento exponencial com uma viabilidade superior a 90%,
lavadas em meio de cultura celular RPMI, marcadas com

100 micro-Curies de °“'Cr, lavadas duas vezes com meio de
cultura cellular, e novamente suspensas em meio de cultura

com uma densidade de 10° células/ml;

iii) 100 microlitros de uma suspensao final de células alvo
acima sao transferidas para cada pogo de uma placa de

microtitulacdo de 96 pocgos;

iv) o anticorpo encontra-se diluido em série de 4000 ng/ml
a 0,04 ng/ml em meio de cultura celular e adiciona-se 50
microlitros das solugdes de anticorpo resultantes as
células alvo na placa de microtitulacdo de 96 pocos,
testando em triplicado varias concentragdes de anticorpo

cobrindo a gama de concentracdo completa acima;
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v) nos controlos de libertacdo maxima (MR), 3 pogos
adicionais na placa contendo as células alvo marcadas
receberam 50 microlitros de uma solucao aquosa a 2% (VN)
de um detergente nao-idénico (Nonidet, Sigma, St. Louis), em

vez da solucgcao de anticorpo (ponto iv acima);

vi) nos controlos de libertacdo espontédnea (SR), 3 pogcos
adicionais na placa contendo as células alvo marcadas
receberam 50 microlitros de um meio de cultura celular RPMI

em vez da solucgdo de anticorpo (ponto iv acima);

vii) a placa de microtitulacdo de 96 ©pocos é entéao
centrifugada a 50 x g durante 1 minuto e incubada durante 1

hora a 4°C;

viii) adiciona-se a cada poco 50 microlitros da suspensao
PBMC (ponto i acima) para dar uma razdao efector: célula
alvo de 25: 1 e as placas sédo colocadas num incubador numa

atmosfera de CO, a 5% a 37°C durante 4 horas;

ix) o sobrenadantes isento de células de cada pogo ¢é
recolhido e a radiocactividade libertada experimentalmente

(ER) ¢é quantificada utilizando um contador de raios gama;

X) a percentagem de lise especifica é calculada para cada
concentracao de anticorpo de acordo com a férmula
(ERMR) / (MR-SR) x 100, em gque ER é a radiocactividade média
quantificada (ver ponto ix acima) para aquela concentracéo
de anticorpo, MR & a radioactividade média quantificada
(ver ponto 1ix acima) para os controlos MR (ver ponto V
acima), e SR € a radiocactividade média quantificada (ver
ponto 1ix acima) para os controlos de SR (ver ponto vi

acima) ;
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4) "ADCC acrescida" ¢é definida como um aumento na
percentagem madxima da lise especifica observada na gama de
concentracdo de anticorpo testada acima, e/ou uma reducdo
na concentracdo do anticorpo requerida para se atingir
metade da percentagem méxima da lise especifica observada
na gama de concentracdo de anticorpo testada acima. O
aumento na ADCC é relativa ao ADCC, medido com o ensaio
acima, mediado pelo mesmo anticorpo, produzido pelo mesmo
tipo de células hospedeiras que utilizam os mesmos métodos
padrao de producgao, purificacao, formulacéo e
armazenamento, que sao conhecidos dos peritos no estado na
técnica, mas que nao foi produzido por células hospedeiras
submetidas a engenharia genética para expressarem
GnTITITI.

A dita “ADCC acrescida” pode ser obtida por
modificacdo por glicosilacdo dos ditos anticorpos, isto
significa aumentar as ditas funcdes efectoras naturais
mediadas por células dos anticorpos monoclonais, submetendo
a engenharia o seu componente oligossacarideo como descrito
em Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180
e US 6,602,684,

O termo citotoxicidade dependente do “complemento
(CDC)"” diz respeito a lise das células alvo do tumor humano
pelo anticorpo de acordo com a 1invencdo na presenca do
complemento. CDC € medido preferencialmente pelo tratamento
de uma preparacdo de células que expressam CD20 com um
anticorpo anti-CD20 de acordo com a invencao na presencga do
complemento. E encontrado CDC se o anticorpo induzir a uma
concentragdao de 100 nM a lise (morte celular) de 20% ou
mais das células tumorais apds 4 horas. O ensaio &
efectuado preferencialmente com células tumorais marcadas
com °'Cr ou Eu e medicao de “cr ou Eu marcado. Os controlos
incluem a incubacao das células tumorais alvo com

complemento, mas sem o anticorpo.
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Tipicamente os anticorpos anti-CD20 do tipo II do
isotipo IgGl apresentam propriedades caracteristicas de
CDC. 0Os anticorpos anti-CD20 do tipo II possuem uma CDC
diminuida (se do isotipo IgGl), gquando comparados com OS
anticorpos do tipo I do isotipo de IgGl. Preferencialmente,
os anticorpos anti-CD20 do tipo II sao anticorpos do
isotipo IgGl.

O anticorpo "rituximab" (anticorpo de referéncia;
exemplo de um anticorpo anti-CD20 do tipo I) é um dominio
constante de murino gama 1 quimérico humano submetido a
engenharia genética contendo anticorpo monoclonal dirigido
contra o antigénio CD20 humano. Este anticorpo quimérico
contém dominios constantes gama 1 humanos e € identificado
pelo nome "C2B8" na US 5,736,137 (Anderson, K.C., et. al.)
publicada em 17 de BAbril de 1998, atribuida a IDEC
Pharmaceuticals Corporation. O Rituximab estd aprovado para
o tratamento de doentes com linfoma de células B de néo-
Hodgkin reincidente, ou refractdrio de Dbaixo grau ou
folicular, positivo a CD20. Estudos do mecanismo de acgao
in vitro mostraram gue o rituximab exibe citotoxicidade
dependente do complemento humano (CDC) (Reff, M.E., et.
al., Blood 83(2) (1994) 435-445)., Além disso, exibe uma
actividade significativa em ensaios qgue medem a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC).

O termo “anticorpo B-Lyl humanizado” diz respeito a um
anticorpo humanizado B-Lyl revelado na WO 2005/044859 e na
WO 2007/031875, que sdo obtidos a partir do anticorpo
monoclonal B-Lyl anti-CD20 de murino (regido varidvel da
cadeia pesada de murino(VH): SEQ ID NO: 1; regido variavel
da cadeia pesada de murino(VL): SEQ ID NO: 2;- ver Poppema,
S. and Visser, L., Biotest Bulletin 3 (1987) 131-139;) por
quimerizacdo com um dominio constante humano de IgGl e
seguindo-se humanizacgéo (ver WO 2005/044859 e WO

2007/031875). Estes "anticorpos humanizados B-Lyl " sé&o
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revelados em detalhe na WO 2005/ 044859 e na WO
2007/031875.

Preferencialmente o anticorpo B-Lyl humanizado” possui
uma regido varidvel da cadeia pesada (VH) seleccionada a
partir do grupo da SEQ ID No.3 a SEQ ID No.20 (B-HHZ2 a B-
HH9 e B-HL8 a B-HL17 da WO 2005/044859 e WO 2007/031875).
Sdo especialmente preferidas as Seg. ID No. 3, 4, 7, 9, 11,
13 e 15 (B-HH2, BHH-3, B-HH6, B-HH8, B-HL8, B-HL1l e BHL13
da WO 2005/044859 e WO 2007/031875). Preferencialmente "o
anticorpo B-Lyl humanizado" possui uma regido varidvel da
cadeia leve (VL) da SEQ ID No. 20 (B-KV1l da WO 2005/044859
e WO 2007/031875). Além disso, o anticorpo humanizado B-Lyl
¢ preferencialmente um anticorpo IgGl. Tais anticorpos
humanizados B-Lyl de acordo com a invencgadoc s&o modificados
por glicosilacdo (GE) na regidao FC de acordo com o0Os
procedimentos descritos na WO 2005/044859, WO 2004/065540,
WO 2007/031875, Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17
(1999) 176-180 e WO 99/154342. Tais anticorpos B-Lyl
humanizados submetidos a “modificado por glicosilacgao”
possuem um padrao alterado de glicosilacdo na regido Fc,
possuindo preferencialmente um nivel reduzido de residuos
de fucose. Preferencialmente pelo menos 40% ou mais (numa
concretizacgcao entre 40% e 60%, noutra concretizacdo pelo
menos 50%, e ainda noutra concretizacdo pelo menos 70% ou
mais) dos oligossacarideos da regido Fc ndo se encontram
fucosilados. Além disso, os oligossacarideos da regido Fc
sdo preferencialmente bissectados.

0 componente oligossacarideo pode afectar
significativamente as propriedades relevantes para a
eficdcia de uma glicoproteina terapéutica, incluindo
estabilidade fisica, resisténcia ao ataque da protéase,
interacgdes com o sistema imunitédrio, farmacocinética e
actividade Dbioldgica especifica. Tais propriedades podem

depender ndo sé da presenca ou auséncia, mas também das
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estruturas especificas, dos oligossacarideos. Podem ser
feitas algumas generalizagdes entre a estrutura do
oligossacarideo e a funcdo da glicoproteina. Por exemplo,
determinadas estruturas oligossacarideas medeiam a réapida
eliminacédo da glicoproteina do fluxo sanguineo, através de
interaccgdes com proteinas que se ligam especificamente aos
hidratos de carbono, enquanto outras podem estar ligadas a
anticorpos e desencadear reacc¢des imunitérias. (Jenkins,
N., et al., Nature Biotechnol. 14 (1996) 975-81).

As células de mamiferos s&o o0s hospedeiros preferidos
para a producdo de glicoproteinas terapéuticas, devido a
sua capacidade de glicosilar proteinas na forma mais
compativel para uma aplicagdo humana. (Cumming, D.A., et
al., Glycobiology 1 (1991) 115-30; Jenkins, N., et al.,
Nature Biotechnol. 14 (1996) 975-81). As bactérias sé muito
raramente é que glicosilam as proteinas, e tal como outros
tipos de hospedeiros comuns, tais como leveduras, fungos
filamentosos, células de plantas e de insectos dao origem a
padrdes de glicosilacao associados com uma rapida
eliminacdo do fluxo sanguineo, interaccgdes imunitérias
indesejéveis, e nalguns casos especificos, actividade
bioldgica reduzida. Entre as células dos mamiferos, as
células do ovario do hamster chinés (CHO) tém sido as mais
habitualmente utilizadas durante as duas ultimas décadas.
Para além de fornecerem padrdes de glicosilacdo adequados,
estas células permitem a geracdo consistente de linhas
celulares clonais geneticamente estéaveis, altamente
produtivas. Elas podem ser cultivadas em elevadas
densidades em bioreactores simples utilizando meios isentos
de soro, e permitem o desenvolvimento de Dbioprocessos
Seguros e reprodutiveis. Outras células animais
habitualmente utilizadas incluem células de rim de hamster
bébé (BHK), células do mieloma do ratinho NSO e SP2/0. Mais

recentemente, a producdo de animais transgénicos foi também
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testada. (Jenkins, N., et al., Nature Biotechnol. 14 (1996)
975-981) .

Todos os anticorpos contém estruturas de hidratos de
carbono em posic¢des conservadas nas regides constantes da
regidao da cadeia pesada em que cada isotipo possui uma
matriz distinta de estruturas de hidratos de carbono N-
ligadas, que afectam de forma varidvel o agrupamento de
proteinas, secrecdo, ou actividade funcional. (Wright, A.,
and Monison, S. L., Trends Biotech. 15 (1997) 26-32). A
estrutura dos hidratos de carbono ligados no N varia
consideravelmente, dependendo do grau de processamento, e
pode incluir manose superior, multi-ramificada, assim como
oligossacarideos complexos de duas antenas. (Wright, A.,
and Morrison, S. L., Trends Biotech. 15 (1997) 26-32).
Tipicamente existe um  processamento heterogéneo das
estruturas oligossacarideas nucleares ligadas a um
determinado local de glicosilacdo de tal modo que existem
anticorpos monoclonais como formas glicosiladas multiplas.
De forma semelhante foi demonstrado que ocorrem grandes
diferencas na glicosilac&o de anticorpos entre as linhas
celulares, e sao observadas mesmo pequenas diferencas numa
determinada 1linha celular cultivadas em diferentes
condig¢des de cultura. (Lifely, M. R., et al., Glycobiology
5(8) (1995) 813-22).

Uma forma de obter grandes aumentos na poténcia,
mantendo um processo de producdo simples e evitando efeitos
secundéarios significativos, indesejaveis ¢é aumentar as
fungcdes efectoras naturais, mediadas por células dos
anticorpos monoclonais submetendo a engenharia o seu
componente oligossacarideo de acordo com o descrito em
Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180 e
na US 6,602,684. Anticorpos do tipo IgGl, os anticorpos
habitualmente mais utilizados na imunoterapia do cancro sao

glicoproteinas gque possuem um local de glicosilacdo ligado
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a N em Asn297 em cada dominio CH2. Os dois complexos de
oligossacarideos de duas antenas ligados a Asn297
encontram-se enterrados entre os dominios CH2, formando
contactos extensos com o esqueleto polipéptidico, e a sua
presenca ¢ essencial para o anticorpo mediar funcgdes
efectoras, tal como citotoxicidade celular dependente do
anticorpo (ADCC) (Lifely, M. R., et al., Glycobiology b5
(1995) 813-822; Jefferis, R., et al., Immunol. Rev. 163
(1998) 59-76; Wright, A. and Morrison, S. L., Trends
Biotechnol. 15 (1997) 26-32).

Foi demonstrado previamente gque a sobre-expressido em
células (CHO) do ovario do hamster chinés de ((1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferase I11 ("GnTII1l7y), uma
glicotransferase que catalisa a funcdo de oligossacarideos

bissectados, aumenta significativamente a actividade ADCC

in vitro de um anticorpo monoclonal quimérico
antineuroblastoma (chCE7) produzido pelas células CHO
submetidas a engenharia. (Ver Umana, P., et al., Nature

Biotechnol. 17 (1999) 176-180; e WO 99/154342). O anticorpo
chCE7 pertence a uma grande classe de anticorpos
monoclonais nao conjugados que possuem  uma elevada
afinidade e especificidade tumoral, mas gue possuem uma
poténcia demasiado baixa para serem clinicamente Uteis
quando produzidos em linhas celulares industrias padrédo a
que lhes falta o enzima GnTIII (Umana, P., et al., Nature
Biotechnol. 17 (1999) 176-180). Este estudo foi o primeiro
a mostrar que aumentos grandes da actividade de ADCC
poderiam ser obtidos submetendo a engenharia as células que
produzem anticorpos para expressarem GnTIII, o gque levou
também a um aumento na proporcdo da regido constante (Fc)-
associada a oligossacarideos bissectados, incluindo
oligossacarideos bissectados, nado-fucosilados, acima dos

niveis encontrados nos anticorpos de ocorréncia natural.
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O termo “expressdo do antigénio CD20” destina-se a
indicar um nivel significativo de expressdo do antigénio
CD20 numa célula, preferencialmente a superficie celular de
uma célula T- ou célula B, mais preferencialmente uma
célula B, de um  tumor ou cancro, respectivamente,
preferencialmente um tumor ndo sdélido. Os doentes que
possuem um “cancro que expressa CD20" podem ser
determinados, através de testes padrado conhecidos no estado
da técnica. Por ex. a expressdo de antigénios CD20 € medida
utilizando deteccdo imunohistoquimica (IHC) , FACS ou, por
via da deteccédo a base de PCR do mARN correspondente.

O termo “cancro gque expressa CD20”, quando aqui utilizado
diz respeito a todos os cancros, nos qguais as células
cancerigenas mostram uma expressdo do antigénio CD20. Um
tal cancro qgue expressa (D20 pode ser, por exemplo,
linfoma, leucemias linfociticas, cancro do pulmido, cancro
do pulmd&o de n&o pequenas células (NSCL), cancro do pulméo
de células Dbronco—-alveolares, cancro do o0sso, cancro do
pancreas, cancro da pele, cancro da cabeca, ou pescogo,
melanoma cutdneo, ou intra-ocular, cancro uterino, cancro
do ovario, cancro rectal, cancro da regido anal, cancro do
estdmago, cancro géastrico, cancro do cdlon, cancro da mama,
cancro uterino, carcinoma dos tubos de Faldépio, carcinoma
do endométrio, carcinoma do colo do utero, carcinoma da
vagina, carcinoma da wvulva, doenca de Hodgkin, cancro do
es6fago, cancro do intestino delgado, cancro do sistema
endécrino, cancro da glandula enddcrina, cancro da gléandula
paratiroide, campo da gléandula adrenal, sarcoma do tecido
mole, cancro da uretra, cancro do pénis, cancro da
préstata, cancro da bexiga, cancro do rim ou do uréter,
carcinoma da célula renal, carcinoma da pélvis renal,
mesotelioma, cancro hepatocelular, cancro biliar, neoplasma
do sistema nervoso central (CNS), tumores da medula

espinal, glioma do tronco cerebral, glioblastoma
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multiforme, astrocitomas, schwanomas, ependimonas,
meduloblastomas, meningiomas, carcinomas das células
escamosas, adenoma pituitéario, incluindo versodes

refractdrias de qualquer um dos cancros acima, ou uma
combinacdo de um ou varios dos cancros acima.

Preferencialmente o cancro que expressa CD20, gquando
aqui utilizado diz respeito a linfomas (preferencialmente
linfomas de células B nao Hodgkin (NHL)) e leucemias
linfociticas. Tais linfomas e leucemias 1linfociticas
incluem por ex. a) linfomas foliculares, Db)linfomas de
células pequenas nao cindidas/ linfoma de Burkitt
(incluindo linfoma de Burkitt endémico, linfoma de Burkitt
esporddico e linfoma de ndo Burkitt) c¢) linfomas da zona
marginal (linfoma de células B incluindo =zona marginal
extranodal (linfomas do tecido 1linfatico associados a
mucosa, MALT), linfoma da célula da zona marginal nodal e
linfoma esplénico da =zona marginal), d) linfomas das
células de Mantle (MCL), e) linfomas das células grandes
(incluindo linfoma de grandes células de células B difusas
(DLCL), linfoma de células mistas difusas, linfoma
imunobléastico, linfoma das células B mediastinais
primdrias, linfoma angiocéntrico- linfoma das células B
pulmonares, f) leucemia de células pilosas, g) linfoma
linfocitico, macroglobulinemia de waldenstrom, h) leucemia
linfocitica aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL)/
linfoma lifocitico pequeno (SLL), leucemia prolinfocitica de
células B, i) neoplasmas de células de plasma, mieloma de
células de plasma, mieloma maltiplo, plasmacitoma, Jj)doenca
de Hodgkin.

Mais preferencialmente o cancro que expressa CD20 & um
linfoma de células nao Hodgkin de c¢células B (NHL).
Especialmente, o cancro que expressa CD20 €& um linfomas das
células de Mantle (MCL), leucemia linfocitica aguda (ALL),

leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma de célula B
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grandes difusas (DLCL), linfoma de Burkitt, leucemia de
células pilosas, linfoma folicular, mieloma multiplo,
linfoma da zona marginal, desordem linfoproliferativa pds-
transplante (PTLD), linfoma associado a SIDS,
macroglobulinemia de waldenstrom, ou linfoma primdrio do
SNC.

O termo “um método de tratamento”, ou seu equivalente,
quando aplicado a, por exemplo a cancro refere-se a um
procedimento ou decurso de uma accdo que € desenhado para
reduzir ou eliminar o numero de células cancerigenas num
doente, ou para aliviar os sintomas de um cancro. “Um
método de tratamento” de <cancro ou de qgualquer outra
desordem proliferativa ndo necessita necessariamente que as
células de cancro ou outra desordem vado de facto ser
eliminadas, que o numero de células ou desordem va de facto
ser reduzido, ou que os sintomas de um cancro, ou outra
desordem sejam de facto aliviados. Frequentemente, um
método para o tratamento do cancro serd efectuado, mesmo
com uma baixa taxa de sucesso, mas que devido a histéria
médica e esperancga de sobrevivéncia estimada de um doente,
¢ no entanto considerada induzir um decurso de accéo
globalmente benéfico.

Numa concretizacdo, o tratamento com o anticorpo anti-
CD20 do tipo II com citotoxicidade dependente de anticorpo
acrescida (ADCC) estd combinado com ciclofosfamida e
vincristina.

O tratamento com o anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade dependente de anticorpo acrescida (ADCC)
combinado com doxorubicina €& também revelado.

O tratamento com o anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade dependente de anticorpo acrescida (ADCC)
combinado com ciclofosfamida é também revelado.

Numa outra concretizacdo o tratamento com o anticorpo

anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade dependente de
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anticorpo acrescida (ADCC) esté combinado com
ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

Os termos “co-administracao”, “co-administrar”, ou “em
combinacé&o”, quando aqui utilizado diz respeito a
administracgao do dito anticorpo anti-CD20 do tipo II e dos
ditos agentes quimioterapéuticos como formulacdo unica, ou
como duas formulagdes separadas. A co-administracdo pode
ser simulténea, ou sequencial por qualgquer ordem, em gue
preferencialmente existe um periodo de tempo em que ambos
(ou todos) os principios activos exercem simultaneamente as
suas actividades bioldégicas. O dito anticorpo anti-CD20 do
tipo II e os ditos agentes quimioterapéuticos sdo co-
administrados simultaneamente ou sequencialmente (por ex.,
por via intravenosa (i.v.), através de uma infusdo continua
(uma para o anticorpo e eventualmente uma para o0s agentes
quimioterapéuticos; ou o) agente quimioterapéutico é
administrado oralmente) . Quando ambos 0S agentes
terapéuticos sdo co-administrados sequencialmente a dose é
administrada, ou no mesmo dia, ou em duas administracdes
separadas, ou um dos agentes é administrado no dia 1 e o
segundo é co—administrado do dia 2 ao dia 7,
preferencialmente do dia 2 ao dia 4. Assim, o termo
“sequencialmente” significa num periodo de 7 dias apds a
dose do primeiro anticorpo, preferencialmente dentro de 4
dias apdés a dose do primeiro anticorpo; e o termo
“simultaneamente™ significa ao mesmo tempo. Os termos “co-
administragdo” no que diz respeito a manutencdo das doses
do anticorpo anti-CD20 do tipo 1T e dos agentes
quimioterapéuticos significa que as doses de manutencado
podem ser co-administradas simultaneamente, se o ciclo de
tratamento é adequado para ambos os farmacos, por ex. para
cada semana. Ou o0s agentes quimioterapéuticos sédo por ex.
administrados a cada primeiro a terceiro dia e o anticorpo

anti-CD20 do tipo II ¢é administrado cada semana. Ou as
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doses de manutencdo sao co-administradas sequencialmente
num periodo de um ou de varios dias.

E evidente que os anticorpos s&o administrados ao
doente numa “quantidade terapeuticamente eficaz” (ou
simplesmente “quantidade eficaz”) que € a quantidade do
composto respectivo ou combinacdo que val provocar a
resposta bioldgica ou médica de um tecido, sistema, animal
ou humano que € procurado pelo investigador, veterinério,
médico, ou outro clinico.

A quantidade de co-administracdo do dito anticorpo
anti-CD20 tipo II e dos ditos agentes quimioterapéuticos e
a altura de co-administracdo vai depender do tipo
(espécies, género, idade, peso etc.) e condigdo do doente a
ser tratado e gravidade da doenca ou condigcdo a ser
tratada. O anticorpo anti-CD20 do tipo II e os ditos
agentes qguimioterapéuticos s&o co-administrados de forma
adequada ao doente de uma sé vez, ou ao longo de uma série
de tratamentos. Dependendo do tipo e da gravidade da doenca
cerca de 1 pg /kg a 50 mg/kg (por ex. 0,1-20 mg/kg) do dito
anticorpo anti-CD20 do tipo II e 1 ng/kg a 50 mg/kg (por
ex. 0,1-20 mg/kg) dos ditos agentes terapéuticos €& uma
dosagem inicial candidata a uma co-administracdéo de ambos
os féarmacos ao doente. Se a administracdo ¢é intravenosa
para o tempo de infusdo inicial para o dito anticorpo anti-
CD20 do tipo II, ou ditos agentes quimioterapéuticos pode
ser mais longa do que os tempos de infusdo posteriores, por
exemplo aproximadamente durante 90 minutos para a infuséo
inicial, e aproximadamente 30 minutos para 1infusdes
posteriores (se a infusdo inicial for bem tolerada).

A dosagem preferida do dito anticorpo anti-CD20 do tipo II
vai-se encontrar na gama de 0,05mg/kg a cerca de 30mg/kg.
Assim, uma ou mais doses de cerca de 0,5mg/kg, 2,0mg/kg,
4,0mg/kg, 10mg/kg ou 30mg/kg (ou qualquer das suas

combinacdes) podem ser co-administradas ao doente. A



25

dosagem preferida dos ditos agentes quimioterapéuticos wvai
estar na gama de 0,01 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, por ex.
0,1 mg/kg a 10,0 mg/kg de bortezomib. Dependendo do tipo de
(espécie, género, idade, peso, etc.) e condicdo do doente e
do tipo de anticorpo anti-CD2 e agentes gquimioterapéuticos,
a dosagem e o calenddrio de administracdo do dito anti-
corpo anti-CD20 pode diferir da dosagem dos agentes
gquimioterapéuticos. Por ex. o dito anticorpo anti-CD20 pode
ser administrado por ex. cada uma a trés semanas e os ditos
agentes terapéuticos podem ser administrados diariamente ou
cada 2 a 10 dias. Uma dose de carga inicial mais elevada,
seguida por uma ou mais doses mals baixas podem também ser
administradas.

Numa concretizacdo preferida, o medicamento ¢é util
para evitar ou reduzir metédsteses ou ainda a disseminacéo
num tal doente que sofre de um cancro que expressa CD20. O
medicamento € ttil para aumentar a duracdo da sobrevivéncia
de tal doente, aumentando a progressido da sobrevivéncia
livre de tal doente, aumentando a duracdo da resposta,
resultando numa melhoria estatisticamente significativa e
com sentido do ponto de wvista clinico do doente tratado
medido pela duracdo da sobrevivéncia, progressao da
sobrevivéncia livre, taxa de resposta ou duracdo de
resposta. Numa concretizacdo preferida o medicamento é util
para aumentar a taxa de resposta num grupo de doentes.

Pode ser utilizado o anticorpo anti-CD20 do tipo II em
combinacdo com agentes quimioterapéuticos para o tratamento
do cancro que expressa CD20. Tais moléculas encontram-se
presentes de forma adegquada na combinacdo em quantidades
que sao eficazes para o objectivo pretendido. Por isso,
numa concretizacao, o tratamento com o anticorpo anti-CD20
do tipo II com citotoxicidade celular acrescida dependente
de anticorpo (ADCC) é administrado em combinacdo com um ou

varios agentes terapéuticos seleccionados no grupo
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constituido por ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina,
um corticosteroide adicional, preferencialmente prednisona.

Numa concretizacdo, o tratamento com o anticorpo anti-

CD20 do tipo 1T em combinacéo com agentes
quimioterapéuticos é utilizado sem corticosteroides
adicionais.

A utilizacdo do corticosteroide descrito acima, tal
como nos regimes gquimioterapéuticos encontra-se geralmente
bem caracterizada no estado da técnica da terapia do
cancro, € a sua utilizacdo cail sob as mesmas consideracgdes
para monitorizar a tolerdncia e a eficacia e para controlar
as vias de administracéo e dosagens, com alguns
ajustamentos. Por exemplo, as dosagens reals dos agentes
quimioterapéuticos e o0os corticosteroides podem variar
dependendo da resposta das células cultivadas do doente
determinada pela utilizacdo de métodos de histocultura.
Geralmente, a dosagem vail ser reduzida, gquando comparada
com a gquantidade utilizada na auséncia de outros agentes
adicionais.

Dosagens tipicas de agentes quimioterapéuticos
eficazes e/ ou corticosteroides podem encontrar—-se nas
gamas recomendadas pelo fabricante, e quando indicado por
respostas in vitro ou respostas em modelos animais podem
ser vreduzidas até cerca de uma ordem de magnitude de
concentracdao ou gquantidade. Assim, a dosagem real vai
depender da avaliacdo do médico, do estado do doente e da
eficdcia do método terapéutico baseado na resposta in vitro
das células malignas primdrias cultivadas ou amostra de
tecido histocultivado, ou nas respostas observadas nos
modelos animais adequados.

No contexto desta invencdo, uma quantidade eficaz de
uma radiacdo ionizante pode ser efectuada e/ou pode ser
utilizado um farmaco radicactivo para além do tratamento

com anticorpo anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade
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celular acrescida dependente de anticorpo (ADCC) em
combinacdo com agente quimioterapéutico para o tratamento
do cancro que expressa CD20. A fonte de radiacao pode ser
externa ou interna em relacdo ao doente a ser tratado.
Quando a fonte é externa em relacdo ao doente, a terapia &
conhecida como terapia de radiacdo de feixe externo (EBRT).
Quando a fonte de radiacdo ¢ interna em relacdo ao doente,
o tratamento € designado Dbraquiterapia (BT). Atomos
radioactivos para serem utilizados no contexto desta
invencdo podem ser seleccionados a partir do grupo gue
inclui, mas ndo se encontra limitado a radio, césio-137,
iridio-192, americio-241, ouro-198, cobalto-57, cobre-67,
tecnécio-99, iodo-123, iodo-131, e indio-111. E também
possivel marcar o anticorpo com tais isdétopos radioactivos.
Preferencialmente, o tratamento com anticorpo anti-CD20 do
tipo II com citotoxicidade celular acrescida dependente de
anticorpo (ADCC) em combinacdo com agente quimioterapéutico
é¢ utilizado sem uma tal radiacdo ionizante.

A terapia de radiacdo € um tratamento padrdo para
controlar tumores inoperédveis e/ou metdsteses tumorais.
Foram observados melhores resultados quando a terapia de
radiacdo foil combinada com a quimioterapia. A terapia de
radiacdo encontra-se baseada no principio que uma radiacéo
de alta dose administrada a uma &area alvo vail resultar na
morte das células reprodutivas, tanto em tecidos de tumores
como nos tecidos normais. O regime de dosagem da radiacéo é
geralmente definido em termos de dose de radiacdo absorvida
(Gy), tempo e fraccionamento, e tem de ser cuidadosamente
definido pelo oncologista. A gquantidade de radiacdao que um
doente recebe vai depender de varias consideracdes, mas as
duas mais importantes sao a localizacao do tumor em relacao
a outras estruturas criticas ou o6rgdos do corpo e a
extensdo em que o tumor alastrou. Um decurso tipico de

tratamento de um doente submetido a terapia de radiacgdo vai



28

ter um calenddrio de tratamento num periodo de 1 a 6
semanas, com uma dose total entre 10 e 80 Gy administrada
ao doente numa fraccdo Unica didria de cerca de 1,8 a 2,0
Gy, 5 dias por semana. Numa concretizacdo preferida desta
invencdo existe uma sinergia, dquando tumores em doentes
humanos sdo tratados com o tratamento de combinacédo da
invencdo e radiacao. Por outras palavras, a 1inibicao do
crescimento do tumor, através de agentes que compreendem a
combinacdo da invencdo € aumentada, quando combinada com
radiacgéao, opcionalmente com agentes quimioterapéuticos
adicionais, ou agentes anticancerigenos. Parédmetros de
terapias de radiacdo adjuvante estdo por exemplo contidos
na WO 99/60023.

Anticorpos anti-CD20 do tipo II sdo administrados a um
doente de acordo com métodos <conhecidos, através de
administragcdo intravenosa por bolus ou através de infuséo
continua ao 1longo de um periodo de tempo, pelas vias
intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal,
subcuténea, intra-articular, intrasinovial, ou intratecal.
E preferida a administracdo intravenosa ou subcutdnea dos
anticorpos.

Os agentes quimioterapéuticos sdo administrados a um
doente de acordo com métodos conhecidos, por ex. por
administracdo intravenosa como bolus, ou através de infuséo
continua ao 1longo de um periodo de tempo, pelas vias
intramuscular, intraperitoneal, intracerobroespinal,
subcuténea, intra-articular, intrasinovial, ou intratecal,
ou peroral. E preferida a administracdo intravenosa,
subcuténea, ou oral dos agentes quimioterapéuticos.

0 presente documento compreende ainda um kit
compreendendo um anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade acrescida dependente de anticorpo (ADCC) e
um ou varios agentes quimioterapéuticos seleccionados no

grupo gue consiste em ciclofosfamida, vincristina e



29

doxorubicina, para o tratamento de combinacdo de um doente
que sofre de um cancro que expressa CD20. Numa
concretizacgao preferida, os recipientes do kit podem ainda
incluir um veiculo farmaceuticamente aceitdvel. O kit pode
ainda incluir um diluente estéril, que €& preferencialmente
armazenado num recipiente adicional separado. O kit pode
ainda incluir um folheto informativo na embalagem
compreendendo instrucgdes impressas direccionando o uso do
tratamento combinado como um método para a doenca de cancro
que expressa CD20, preferencialmente um linfoma de células
B ndo- Hodgkin (NHL).

O termo “folheto informativo” diz respeito a
instrucgdes habitualmente incluidas nas embalagens
comerciais de produtos terapéuticos, que podem incluir
informacéo sobre indicagdes, usos, dosagem, administracéo,
contra-indicagdes e/ou avisos dizendo respeito ao uso de
tais produtos terapéuticos.

Numa concretizacao preferida, os recipientes do artigo
fabricado podem ainda incluir um veiculo farmaceuticamente
aceitdvel. O artigo fabricado pode ainda incluir um
diluente estéril, que ¢é preferencialmente armazenado num
recipiente separado adicional.

Quando aqui utilizado, “veiculo farmaceuticamente
aceitdvel” destina-se a incluir qualgquer, ou todo o
material compativel com administracéao farmacéutica
incluindo solventes, meios de dispersao, revestimentos,
agentes antibacterianos e antifungicos, agentes isotdnicos
e que atrasam a absorcao, e outros materiais e compostos
compativeis com a administracdo farmacéutica. Com excepcgao
de qgualgquer meio ou agente que seja incompativel com o
principio activo seja contemplado no uso nas composicdes da
invengdo. Principios activos complementares podem também

ser incorporados nas composicdes.
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Composigdes Farmacéuticas:

Composicgdes farmacéuticas podem ser obtidas
processando o anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade celular acrescida dependente de
anticorpo (ADCC) e/ou 0s agentes quimioterapéuticos

seleccionados no grupo constituido por ciclofosfamida,
vincristina e doxorubicina de acordo com esta invencdo com
veiculos farmaceuticamente aceitéveis inorgénicos, ou
organicos. Pode ser utilizada lactose, amido de milho ou os
seus derivados, talco, acidos estedricos, ou os seus sais e
andlogos, por exemplo, tais como veiculos para comprimidos,
comprimidos revestidos, drageias e cépsulas de gelatina
dura. Veiculos adequados para céapsulas de gelatina moles
sdo por exemplo, &leos vegetais, ceras, gorduras, polidis
semi—sdlidos e ligquidos e semelhantes. Dependendo da
natureza do principio activo, nao sao geralmente
necessarios veiculos no caso de cépsulas de gelatina mole.
Veiculos adequados para a producdo de solugdes e xaropes
sdo por exemplo, &gua, polidis, glicerdis, déleo vegetal e
andlogos. Veiculos adeguados para supositdérios sdo, por
exemplo, ¢leos naturais ou endurecidos, ceras, gorduras,
polidis semi-liquidos ou liquidos e anédlogos.

As composicdes farmacéuticas podem além disso, conter
conservantes, solubilizantes, estabilizantes agentes
molhantes, emulsionantes, edulcorantes, corantes, agentes
que conferem sabor, sais para variar a pressdo osmdtica,
tampdes, agentes mascarantes ou antioxidantes. Eles podem
ainda conter outras substincias terapeuticamente valiosas.

Uma concretizacdo da invencdo ¢é uma composicédo
farmacéutica compreendendo tanto o anticorpo anti-CD20 do
tipo II com citotoxicidade celular acrescida dependente do
anticorpo (ADCC) e um ou varios agentes quimioterapéuticos

seleccionados no grupo constituido por ciclofosfamida,
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vincristina e doxorubicina, em particular para O uUsSO no
cancro, que expressa CD20.

A dita composicdo farmacéutica pode ainda compreender
um ou varios veiculos farmaceuticamente aceitédveis.

A presente 1invencao compreende ainda uma composicao
farmacéutica, em particular para © usoO no cancro,
compreendendo
(i) uma primeira quantidade eficaz de um anticorpo anti-
CD20 do tipo II com uma citotoxicidade celular acrescida
dependente do anticorpo (ADCC), e
(ii) uma segunda quantidade eficaz de um ou varios agentes
quimioterapéuticos seleccionados a partir do grupo
constituido por ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.
Tal composicéo compreende opcionalmente veiculos
farmaceuticamente aceitdveis e/ou excipientes.

Composig¢des farmacéuticas do anticorpo anti-CD20 do
tipo II com <citotoxicidade <celular acrescida (ADCC)
dependente do anticorpo isoladamente utilizado de acordo
com a presente invencdo sao0 preparadas para armazenamento
misturando um anticorpo que possul o grau desejado de
pureza com veiculos farmaceuticamente aceitdveis opcionais,
excipientes ou estabilizantes (Remington’s Pharmaceutical
Sciences 162 edigédo, Osol, A. Ed. (1980)), na forma de
formulacgdes liofilizadas ou solucgdes aquosas. Veiculos
aceitédveis, excipientes, ou estabilizantes sdo ndo tdxicos
para os receptores nas dosagens e concentracgdes utilizadas
e incluem tampdes, tais como fosfato, citrato, e outros
dcidos orgadnicos; antioxidantes incluindo &cido ascdérbico e
metionina; conservantes (tais como cloreto de
octadecildimetilbenzil amdénio; cloreto de Thexametdnio;
cloreto de Dbenzalcdédnio, cloreto de benzetdnio; fenol,
dlcool butilico, ou benzilico; alquil parabenos, tal como
metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol;

ciclohexanol; 3-pentanocl; e m-cresol); polipéptidos de
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baixo peso molecular (menos do que cerca de 10 residuos);
proteinas, tais como albumina do soro, gelatina, ou
imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tais como
polivinilpirrolidona; aminoéacidos, tais como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina;
monossacarideos, dissacarideos, e outros hidratos de
carbono incluindo glucose, manose, ou dextrinas; agentes
quelantes tais como EDTA; acgucares tais como sacarose,
manitol, trehalose, ou sorbitol; contra-ides gque formam
sais, tais como sdédio; complexos metdlicos (por exemplo
complexos proteicos de Zn); e/ou agentes tensioactivos néo
iénicos, tais como TWEEN'™, PLURONICS™ ou polietileno
glicol (PEG).

Composicdes farmacéuticas dos agentes
quimioterapéuticos seleccionados a partir do grupo
constituido por cilofosfamida, vincristina e doxorubicina,
dependem das suas propriedades farmacéuticas; por ex. para
compostos gquimicos pequenos, tais como por ex. bortezomib,

uma formulacdo poderia ser por ex. a seguinte:

a) Formulacdo dos comprimidos (Granulacdo a humido) :

Item Ingredientes mg/comprimido

1 Composto de 5 25 100 500
férmula (1)

2 Lactose anidra 125 105 30 150
DTG

3 Sta-Rx-1500 6 6 6 30

4 Celulose 30 30 30 150
microcristalina

5 Estearato de 1 1 1 1
magnésio
Total 167 167 167 831

Processo de Fabrico:
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1. Misturar os items 1, 2, 3 e 4 e granular com agua
purificada.

2. Secar os grénulos a 50°C.

3. Passar os granulos, através de egquipamento de moagem
adequado.

4. Adicionar o item 5 e misturar durante trés minutos;

comprimir numa prensa adequada.

b) Formulacdo das Capsulas:

Item Ingredientes mg/cépsula

1 Composto de | 5 25 100 500
férmula (1)

2 Lactose 159 123 148 -
hidratada

3 Amido de | 25 35 40 70
milho

4 Talco 10 15 10 25

5 Estearato de |1 2 2 5
magnésio
Total 200 200 300 600

Processo de Fabrico:

1. Misturar os items 1, 2, 3 num misturador adequado
durante 30 minutos.
2. Adicionar os items 4 e 5 e misturar durante 3 minutos.

3. Encher uma céapsula adequada.

Numa outra concretizacdo da invencdo as composicgdes
farmacéuticas de acordo com a invencgao séao
preferencialmente duas formulacdes separadas para o dito
anticorpo anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade celular

acrescida dependente de anticorpo e para o0s agentes
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quimioterapéuticos seleccionados no grupo gque consiste em
ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina. Os principios
activos podem também estar encerrados em microcdpsula,
preparadas por exemplo por técnicas de coacervagao ou por
polimerizacdo interracial, por exemplo microcdpsulas de
hidréximetilcelulose ou de gelatina e microcdpsulas de pol-
(metilmetacrilato), respectivamente, em sistemas para
administracéo de farmacos coloidais (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes,
nanoparticulas e nanocédpsulas) ou em macroemulsdes. Tais
técnicas sdo reveladas em Remington’s Pharmaceutical
Sciences 162 edicao, Osol, A. Ed. (1980).

Podem ser fabricadas preparacdes de libertacao
prolongada. Exemplos adequados de preparacdes de libertacéao
prolongada incluem matrizes semi-permedveis de polimeros
hidrofébicos sdélidos contendo o anticorpo, cujas matrizes
encontram-se na forma de artigos com formas, por ex.
peliculas, ou microcdpsulas. Exemplos de matrizes de
libertacgdo prolongada incluem poliésteres, hidrogeles (por
exemplo, poli (2-hidrdéxietil-metacrilato), ou dlcool
poli(vinilico), polilactidos (US 3,773,919), copolimeros de
dcido L-glutdmico e gama-etil-L-glutamato, acetato de
etileno-vinilo ndo-degradéavel, copolimeros do acido léactico
—-copolimeros do 4cido glicdlico degradaveis, tal como
LUPRON DEPOT™ (microesferas injectaveis compostas de

copolimero de &cido léactico-4cido glicdlico e acetato de

leuprolide), e acido de poli-D-(-)-3-hidréxibutirico.
As formulacdes para serem utilizadas para
administragcdo in vivo tém de ser estéreis. Isto ¢é

facilmente conseguido por filtracédo, através de membranas
de filtracdo estéreis.

A presente memdria descritiva revela ainda um processo
de tratamento do cancro, compreendendo a administracdo a um

doente com necessidade de tal tratamento de (1) uma
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primeira quantidade eficaz de um anticorpo anti-CD20 do
tipo II com uma citotoxicidade celular acrescida dependente
de anticorpo (ADCC); e (ii) uma segunda quantidade eficaz
de um ou varios agentes qguimioterapéuticos seleccionados a
partir do grupo constituido por ciclofosfamida, vincristina
e doxorubicina.

A presente descricdo compreende ainda um método para o
tratamento do cancro, compreendendo a administracdo a um
doente com necessidade de tal tratamento (i) uma primeira
quantidade eficaz de um anticorpo anti-CD20 do tipo II com
uma citotoxicidade celular acrescida dependente do
anticorpo (ADCC); e (ii) uma segunda quantidade eficaz de
um ou Vvarios agentes quimioterapéuticos seleccionados a
partir do grupo constituido por ciclofosfamida, wvincristina
e doxorubicina.

Quando aqui wutilizado o termo “doente” refere-se
preferencialmente a um ser humano com necessidade de
tratamento com anticorpo anti-CD20 do tipo II (por ex. um
doente que sofre de cancro que expressa CD20) para qualquer
finalidade, e mais preferencialmente um ser humano com
necessidade de tal tratamento para tratar o cancro, ou um
estado-pré-canceroso ou lesdo. Contudo, o termo “doente”
pode também referir—-se a animais nao humanos,
preferencialmente a mamiferos, tais como cées, gatos,
cavalos, vacas, porcos, ovelhas e primatas nado humanos,
entre outros.

A invencado compreende um anticorpo anti-CD20 do tipo
IT com citotoxicidade <celular acrescida dependente de
anticorpo (ADCC) para o tratamento do cancro que expressa
CD20 em combinacéo com um ou varios agentes
quimioterapéuticos seleccionados a partir do grupo que
consiste em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina,
caracterizado por o dito anticorpo anti-CD20 do tipo II ser

um anticorpo B-Lyl humanizado sujeito a modificado por
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glicosilacao, em que o anticorpo BLyl humanizado possui uma
regido humanizada da cadeia pesada (VH) da SEQ ID No.7 e

uma regido varidvel da cadeia leve (VL) da SEQ ID No. 20, e

[ON

0 tratamento com o anticorpo anti-CD20 do tipo II
efectuado em combinacao
a) com ciclofosfamida e vincristina, ou

b) ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

A descricao revela ainda um anticorpo anti-CD20 do
tipo II com citotoxicidade celular acrescida dependente do
anticorpo (ADCC) para o tratamento de um doente que sofre
de um cancro dque expressa CD20 em combinagcdo com um ou
varios agentes quimioterapéuticos seleccionados a partir do
grupo gque consiste em ciclofosfamida, vincristina e
doxorubicina.

A invencdo compreende ainda um anticorpo anti-CD20 do
tipo II com citotoxicidade celular acrescida dependente do
anticorpo (ADCC) e um ou varios agentes quimioterapéuticos
seleccionados a partir do grupo que consiste em
ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina para ser
utilizado no tratamento do cancro que expressa CD20. A
descricédo revela ainda um anticorpo anti-CD20 do tipo II
com citotoxicidade celular acrescida dependente do
anticorpo (ADCC) e um ou varios agentes quimioterapéuticos
seleccionados a partir do grupo que consiste em
ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina para ser
utilizado no tratamento de um doente que sofre de um cancro
que expressa CD20.

Preferencialmente o anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade celular acrescida dependente do anticorpo
(ADCC) €& um anticorpo B-Lyl humanizado modificado por
glicosilacado. Preferencialmente © cancro que expressa CD20

¢ um linfoma de célula B de ndo Hodgkin (NHL).
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Os exemplos seguintes, listagem de sequéncias e
figuras s&o disponibilizados para auxiliar a compreensao da
presente invengdo, cujo verdadeiro admbito & apresentado nas

reivindicagdes em anexo.

Descrigdo da Listagem de Sequéncias:

SEQ ID NO: 1 sequéncia de aminocacidos da regido variéavel
da cadeia pesada (VH) de anticorpo B-Lyl monoclonal de
murino anti-CD20.

SEQ ID NO: 2 sequéncia de aminodcidos da regido variédvel
da cadeia leve (VL) de anticorpo B-Lyl monoclonal de murino

anti-CD20.
SEQ ID NO: 3 -19 sequéncias de aminoadcidos da regiao
varidvel da cadeia pesada (VH) de anticorpos B-Lyl

humanizados (B-HHZ to B-HH9, B-HL8, e B-HL10 to B-HL17)

SEQ ID NO: 20 sequéncia de aminoédcidos da regido variavel

da cadeia leve (VL) de anticorpo B-Lyl humanizado B-KV1.

Descrigédo das Figuras:

Figure 1 a) Actividade sinergistica anti-tumoral do

tratamento combinado de um anticorpo anti-CD20 do tipo II

com citotoxicidade <celular acrescida dependente de
anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com ciclofosfamida e
vincristina

e

b) comparacdo com um tratamento combinado de anticorpo
anti-CD20 do tipo I (rituximab) com ciclofosfamida e
vincristina ao linfoma humano de célula B nao Hodgkin WSU-
DLCL2 (NHL). Valores médios do volume do tumor [mm’] +/-

IQR representado no eixo dos vyy; numero de dias apéds
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injeccdo de células tumorais representado no eixo dos xx.
Legenda: A)Veiculo (circulos), B) ciclofosfamida (25 mg/kg)
e vincristina (0,25 mg/kg) uma vez por semana (cruzes), C)
rituximab (30 mg/kg) uma vez por semana (tridngulos), D) B-
lyl humanizado modificado por glicosilacao, (B-HH6-B-KV1
GE) (30 mg/kg) uma vez por semana (quadrados), E) rituximab
(30 mg/kg) com ciclofosfamida (25 mg/kg) e wvincristina
(0,25 mg/kg), uma vez por semana (rombos) e F) B-1lyl
humanizado modificado por glicosilacdo (B-HH6-B-KV1l GE),
(30 mg/kg) com ciclofosfamida (25 mg/kg) e vincristina

(0,25 mg/kg), uma vez por semana (sinais mais).

Figura 2 Intensidade de fluorescéncia média (MFI, eixo dos
yy esquerdo) do anticorpo anti-CD20 do tipo I (Cy5-
rituximab = barra branca) e anticorpo anti-CD20 do tipo II
(Cy5 —-modificado por glicosilacdo, B-Lyl humanizada B-HHG6-
B-KVl GE = barras pretas) em células Raji (ATCC-No. CCL-
86); Razdo entre as capacidades de ligacdo ao anticorpo
anti-CD20 do tipo I (rituximab) e do anticorpo anti-CD20
(B-HH6-B-KV1 GE) do tipo II comparado com rituximab (eixo

do y do lado direito).

Figura 3 a) actividade sinergistica anti-tumoral do
tratamento combinado de um anticorpo anti-CD20 do tipo II
com citotoxicidade celular acrescida dependente de
anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com doxorubicina e

b) comparacdo com um tratamento combinado de um anticorpo
anti-CD20 do tipo I (rituximab) com doxorubucina ao linfoma
folicular RL humano ndo Hodgkin (NHL). Valores médios do
volume tumoral [mm®] +/- IQR representado no eixo dos yy;
numero de dias apdés a injeccdo de células tumorais
representadas no eixo dos x. Legenda: A) veiculo (sinais

mais), B) doxorubicina (3 mg/kg) uma vez pPoOr semana
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(cruzes), C) rituximab (30 mg/kg) uma vez por semana
(tridnqgulos),

D) B-lyl humanizado (B-HH6-B-KV1l GE), modificado por
glicosilacédo, (30 mg/kg) uma vez por semana (quadrado), E)
rituximab (30 mg/kg) com doxorubicina (3 mg/kg), uma vez
por semana (rombos) e F) Blyl humanizado (B-HH6-B-KV1 GE)
modificado por glicosilacdo, (30 mg/kg) com doxorubicina (3

mg/kg), uma vez por semana (circulos).

Figure 4 a) Actividade sinergistica anti-tumoral do
tratamento combinado de um anticorpo anti-CD20 do tipo II
com citotoxicidade celular acrescida dependente de
anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1l GE) com ciclofosfamida e

b) comparacdo com um tratamento combinado de anticorpo
anti-CDh20 do tipo I (rituximab) com ciclofosfamida ao
linfoma humano folicular RL n&o Hodgkin (NHL). Valores
médios do volume do tumor [mm’] +/- IQR representado no
eixo dos yy; numero de dias apds injeccdo de células
tumorais representado no eixo dos xx. Legenda: A)Veiculo
(circulos), B) ciclofosfamida (50 mg/kg) uma vez por semana
(cruzes), C) rituximab (30 mg/kg) uma vez por semana
(tridnqgulos),

D) B-1lyl humanizado modificado por glicosilacao, (B-HH6-B-
KVl GE) (30 mg/kg) uma vez por semana (quadrados), E)
rituximab (30 mg/kg) com ciclofosfamida (50 mg/kg) uma vez
por semana (rombos) e F) B-1lyl humanizado modificado por
glicosilacao (B-HH6-B-KV1 GE), (30 mg/kqg) com
ciclofosfamida (50 mg/kg), uma vez por semana (sinais

mais) .

Procedimentos Experimentais

Exemplo 1
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Actividade anti-tumoral do tratamento combinado de um
anticorpo anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade celular
acrescida dependente de anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1l GE)

com ciclofosfamida e vincristina.

Agentes de Teste:

Foi disponibilizado anticorpo anti-CD20 do tipo II (B-HH6-
B-KVl GE) (B-Lyl= humanizado, B-HH6-B-KV1l modificado por
glicosilacdo, ver WO 2005/044859 e WO 2007/031875) como
solugdo méde (c=9,4 mg/ml) da GlycArt, Schlieren, Suiga. O
tampéo do anticorpo incluiu histidina, trehalose e
polissorbato 20. A solucdo de anticorpo foi diluida de
forma adequada em PBS a partir da solugdo mde para as

injecgbes iniciais.

Rituximab foi disponibilizado por Hoffmann ILa Roche,
Basileia.

Ciclofosfamida e wvincristina foram adgquiridas como
formulagdes clinicas na Baxter Oncology GmbH, Halle,
Alemanha ou medac, Gesellschaft fur klinische
Spezialpraparate mbH, Hamburgo, Alemanha, respectivamente.
A  diluicéo foi ajustada a partir da solucdo mae

reconstituida.

Linhas celulares e condig¢des de cultura:

Linfoma humano WSU-DLCLZ nao-Hodgkin (NHL) foi gentilmente
cedido pela Hoffmann-La Roche, Inc., Nutley, NJ, EUA. A
linha celular tumoral foi cultivada em rotina em meio RPMI
(Laboratdérios PAA, Austria) suplementado com 10% de soro
fetal de bovino (Laboratérios PAA, Austria) e 2 mM de L-
glutamine, a 37°C numa atmosfera saturada com agua a 5% de
CO,. A transferéncia 4 foi utilizada para transplantacéao.

As células foram co-injectadas com Matrigel.
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Animais:

Ratinhos fémea beige SCID; idade 7-8 semanas a chegada
(adquiridos a Charles River, Sulzfeld, Alemanha) foram
mantidos em condicgdes isentas de patogéneos especificos com
ciclos didrios de 12 h de luz/ 12 h de escuriddo de acordo
com as directivas seguidas (GV-Solas; Felasa; TierschG). O
protocolo do estudo experimental foi revisto e aprovado
pelo governo local. Apds chegada, os animais foram mantidos
na parte de quarentena das instalacgdes dos animais durante
uma semana para Se habituarem ao novo ambiente e para
observacdo. Monitorizagdo continua da saude foi realizada
numa base regular. Foi disponibilizada ad libitum
alimentacéo de dieta (Provimi Kliba 3337) e agua

(acidificada pH 2,5-3).

Monitorizagédo:

Os animais foram controlados diariamente no que diz
respeito a sintomas clinicos e detecgcédo de efeitos
secundédrios. Para monitorizar durante a experiéncia o peso
corporal dos animais foi documentado duas vezes por semana
e o volume do tumor foi medido com um calibrador apds

faseamento.

Tratamento dos animais:

0 tratamento dos animais iniciou-se no dia da
aleatorizacdo, 9 dias apds transplantacdo das células.
Anticorpo B-HH6-B-KV1 GE, humanizado modificado  por
glicosilacgéo anti-CD20 do tipo II ou Rituximab foram
administrados como agentes unicos i.v. g7d no dia 9, 15,
23, 30, 37, 44, 51 e 58 do estudo na dosagem indicada, 30

mg/kg. O veiculo correspondente foi administrado nos mesmos



42

dias. Ciclofosfamida e vincristina foram administrados i.v.
uma vez por semana no dia 9, 15, 23, 30, 37, 44, 51 e 58 a
25 mg/kg ou 0,25 mg/kg, respectivamente. NoOS grupos
terapéuticos da combinacdo, ambos os anticorpos foram
administrados 24 horas apds o0s agentes qgquimioterapéuticos

no dia 10, 16, 24, 31, 38, 45, 52 e 509.

Estudo da inibigd@o do crescimento tumoral in vivo:

No dia 35 apds a transplantacdo de célula, houve uma
inibicdo do crescimento tumoral significativa de 73%, 85%,
66%, 94% ou 90% nos animais, aos quais foil administrado
rituximab, anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE,
quimioterapia, combinacdo da quimioterapia e anticorpo
anti-CD20, ou combinacédo de guimioterapia e rituximab,
respectivamente, quando comparado com o grupo de controlo.
No final da experiéncia, foi observada uma inibicéo do
crescimento tumoral significativamente melhor no grupo de
combinacdo quimioterapia/ anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1
GE, quando comparado com 0 grupo de combinacao
quimioterapia/rituximab.

O efeito dos diferentes tratamentos até ao final do
estudo no dia 64 apdés o transplante da célula foi
demonstrado pelo valor do Crescimento Tumoral Retardado (T-
C, em que T & o tempo médio nos dias requeridos pelo grupo
de tratamento para os tumores atingirem um tamanho pré-
determinado de 1500 mm®, e C é o tempo médio em dias para
0os tumores do grupo de controlo atingirem o mesmo tamanho).

Os resultados sao apresentados na Tabela seguinte:
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Tabela 3

Atraso do crescimento tumoral dos grupos de tratamento comparado
com os grupos de controlo em dias

Grupo Composto (dosagem) Valor T-C (dias)
2 Rituximab (30 mg/kg) 13
3 Anticorpo B-HH6-B- 19
Kvl GE anti CD20
(30mg/kg)

4 Ciclofosfamida (25 14
mg/kqg) Vincristina
(0,25 mg/kqg)

5 Ciclofosfamida (25 38
mg/kqg) Vincristina
(0,25

mg/kg) anticorpo B-
HH6-B-KV1 GE anti
CD20 (30mg/kg)

6 Ciclofosfamida (25 28
mg/kqg) Vincristina
(0,25 mg/kg)

Rituximab (30 mg/kg)

Exemplo 2

Determinagdo da razdo das capacidades de ligagdo a CD20 em
células Raji (ATCC-No. CCL-86) do anticorpo anti-CD20 do

tipo II, quando comparados com rituximab

Foram mantidas células Raji (ATCC-No. CCL-86) no meio de
cultura RPMI-1640 (PanBiotech GmbH, Cat.-No. P04-18500)
anti-CD20 contendo 10% FCS (Gibco, Cat.-No.10500-064). O
anticorpo anti-CD20 do tipo II B-HH6-B-KV1 GE (anticorpo B-
Lyl humanizado, modificado por glicosilacdo) e rituximab
foram marcados utilizando o éster mono Cy5 NHS (Amersham GE
Healthcare, Catalogue No. PA15101) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O rituximab Cy5-conjugado possuia
uma razao de marcacdo de 2,0 moléculas Cy5 por anticorpo.
Cyb-conjugated B-HH6-B-KV1 possuia uma raz&o de marcacgédo de
2,2 moléculas de Cy5 por anticorpo. Para determinar e

comparar as capacidades de ligacao de ambos os anticorpos,




foram geradas curvas de ligacdo (por titulacdo do Rituximab
conjugado-Cy5 e B-HH6-B-KV1 GE Cy5-conjugado) por
imunofluorescéncia directa utilizando a linha celular Raiji
do linfoma de Burkitt (ATCC-No. CCL-86). As intensidades de
fluorescéncia médias (MFI) foram analisadas como EC50 (50%
da 1intensidade méaxima) para Rituximab conjugado-Cy5 e B-
HH6-B-KV1 GE Cyb-conjugado, respectivamente. 5%¥10° células
por amostra foram coradas durante 30 min a 4°C.
Seguidamente, as células foram lavadas em meio de cultura.
Coloracédo com iodeto de propideo foi utilizada para excluir
células mortas. As medicdes foram efectuadas utilizando
FACSArray (Becton Dickinson), iodeto de propidio (PI) foi
medido em Far Red A e Cy5 a Red-A. A Figura 2 apresenta a
intensidade de fluorescéncia média para ligacdo a EC50 (50%
da intensidade maxima) de B-HH6-B-KV1l GE marcado com Cyb
(barra negra) e rituximab (barra branca) marcado com Cy5.
Seguidamente a razado das capacidades de ligacao a CD20
em células Raji (ATCC-No. CCL-86) é calculada de acordo com

a férmula seguinte:

Razdo entre as capacidades de ligagdo a CD20 em células

Raji (ATCC-No. CCL-86)=

MFHanticorpo Uyd anti — D20} L¥5 —racdo de marcacds{(yd — rituximab}

MFEI{CyE — rituximab) £y5 — razioe de marcacio{anticorpo Cyd anti — CD2D)

MF1(B—HH6 —B—KV1}  {y5raziode marcagic{Cy5 — rituximab)}
MF1{Cy5 — rituximah) = Cy5razie de marcacio{B — HH6 — B — KV1)

Assim, B-HH6-B-KV1l GE como um anticorpo anti-CD20 do tipo
IT mostra uma reduzida capacidade de ligacao comparada com

rituximab.

Exemplo 3
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Actividade anti-tumoral do tratamento combinado de um
anticorpo anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade celular
acrescida dependente de anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1l GE)

com doxorubicina.

Agentes de Teste:
Foi disponibilizado anticorpo anti-CD20 do tipo II (B-HHG6-
B-KV1l GE) (=B-Lyl humanizado, B-HH6-B-KV1l modificado por
glicosilacdo, ver WO 2005/044859 e WO 2007/031875) como
solucgdo made (c=9,4 mg/ml) da GlycArt, Schlieren, Suica. O
tampéo do anticorpo incluiu histidina, trehalose e
polissorbato 20. A solucdo de anticorpo foi diluida de
forma adequada em PBS a partir da solugdo mde para as
injecgbes iniciais.

Rituximab foi disponibilizado por Hoffmann La Roche,
Basileia. A doxorubicina foi adguirida como uma formulacao
clinica na Hexal, Holzkirchen, Alemanha. A diluicdo ¢

ajustada a partir da solucdo mide reconstituida.

Linhas celulares e condig¢des de cultura:

Células de 1linfoma humano folicular RL n&o-Hodgkin foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Charles Dumontet, INSERM 590,
Lion, Franca. A linha celular tumoral foi cultivada em
rotina em meio RPMI (Laboratdrios PAA, Austria)
suplementado com 10% de soro fetal de bovino (Laboratdrios
PAA, Austria) e 2 mM de L-glutamina, a 37°C numa atmosfera
saturada com &gua a 5% de CO;. A transferéncia 2 foi

utilizada para transplantacdao.

Animais:

Ratinhos fémea, beige SCID; idade 7-8 semanas a chegada,
(adquiridos a Charles River, Sulzfeld, Alemanha) foram
mantidos em condig¢des isentas de patogéneos especificos com

ciclos didrios de 12 h de luz/ 12 h de escuriddo de acordo
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com as directivas seguidas (GV-Solas; Felasa; TierschG). O
protocolo do estudo experimental foi revisto e aprovado
pelo governo local. Apds chegada os animais foram mantidos
na parte de quarentena das instalacgdes dos animais durante
uma semana para se habituarem ao novo ambiente e para
observacdo. Monitorizacgdo continua da saude foi realizada
numa base regular. Foi disponibilizada ad libitum
alimentacéo de dieta (Provimi Kliba 3337) e agua

(acidificada pH 2,5-3).

Monitorizagdo:

Os animais foram controlados diariamente no que diz
respeito a sintomas clinicos e deteccdo de efeitos
secundadrios. Para monitorizar durante a experiéncia o peso
corporal dos animais foil documentado duas vezes por semana
e o volume do tumor foi medido com um calibrador apds

faseamento.

Tratamento dos animais:

0 tratamento dos animais iniciou-se no dia da
aleatorizacdo, 14 dias apds transplantacdo das células.
Anticorpo B-HH6-B-KV1 GE humanizado modificado por
glicosilagdo anti-CD20 do tipo II ou rituximab foram
administrados como agentes unicos i.v. g7d no dia 14, 21,
28, 36 e 42 do estudo na dosagem indicada 30 mg/kg, ou 60
mg/kg. O veiculo correspondente foi administrado nos mesmos
dias, assim como doxorubicina que foi administrada i.v. uma
vez por semana a 3 mg/kg. Nos grupos de terapia de
combinacdo a doxorubicina foi administrada i.v. uma vez por
semana no dia 15, 22, 29, 37 e 43 a 3 mg/kg e rituximab foi
administrado i.v. uma vez por semana nos mesmos dias a 30

mg/kg, no grupo de terapia de combinacéo.
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Exemplo 4
Actividade anti-tumoral do tratamento combinado de um
anticorpo anti-CD20 do tipo II (B-HH6-B-KV1l GE) e

ciclofosfamida na linha celular RL.

Agentes de Teste:

Foi disponibilizado anticorpo anti-CD20 do tipo II (B-HH6-
B-KV1l GE) (=B-Lyl humanizado, B-HH6-B-KV1l modificado por
glicosilacdo, ver WO 2005/044859 e WO 2007/031875) como
solugdo méde (c=9,4 mg/ml) da GlycArt, Schlieren, Suiga. O
tampéo do anticorpo incluiu histidina, trehalose e
polissorbato 20. A solucdo de anticorpo foi diluida de
forma adequada em PBS a partir da solugdo mde para as
injecgbes iniciais.

Anticorpo anti-CD20 do tipo I rituximab foi
disponibilizado como solucdo mée (c=10 mg/ml) por Hoffmann
La Roche, Basileia, Suica. O tampdo contém polissorbato 80,
cloreto de sédio e citrato de sddio.

Ciclofosfamida foi adgquirida como formulacdo clinica
na Baxter Oncology GmbH, Halle, Alemanha, ou medac,
Gesellschaft fur klinische Spezialpraparate mbH, Hamburgo,
Alemanha, respectivamente. A diluicdo foi ajustada a partir

da solucado mée reconstituida.

Linhas celulares e condigdes de cultura:

A linha celular de linfoma humano folicular RL n&o-Hodgkin
foi cultivada em rotina em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal de bovino e antibidticos. Células RL
crescem em suspensdo e formam clusters. Células com
crescimento exponencial foram injectadas subcutaneamente em

ratinhos SCID.

Animais:
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Os animais utilizados foram ratinhos SCID fémea com seis
semanas de idade foram fornecidos pela Charles River
(L’ Arbresle, Franca) com estatuto IPSOS. Os animais foram
albergados pelo menos uma semana antes da 1injeccdo de

células RL. As gaiolas continham 5 animais.

Monitorizagdo:

Os animais foram controlados diariamente no que diz
respeito a sintomas clinicos e deteccdo de efeitos
secunddrios. Para monitorizar durante a experiéncia o peso
corporal dos animais foil documentado duas vezes por semana
e o volume do tumor foi medido com calibrador apds
faseamento. Os critérios de exclusdo do estudo para os
animais foram descritos e aprovados pelo Comité local dos

Animais Experimentais.

Tratamento de animais:

O tratamento foi iniciado 31 dias apds transplante celular
na aleatorizacdo. O anticorpo B-HH6-B-KV1l GE, anti-CD20 do
tipo II humanizado, veiculo, ou rituximab foram
administrados 1.v. uma vez pPor semana a animais numa
dosagem de 30 mg/kg, (dia 31, 38, 45 e 52). A
Ciclofosfamida foi injectada nos mesmos dias numa dose de
50 mg/kg. Foram preparadas diluicdes de anticorpo frescas a

partir da solucgdo mde antes de serem utilizadas.

Estudo da inibigd@o do crescimento tumoral in vivo:

No dia 66 apds a transplantacdo das células, houve uma
inibicdo do crescimento tumoral significativa de 54%, 85%
ou 91% nos animais, aos quais foram administrados as
combinag¢des de rituximab e ciclofosfamida, anticorpo anti-

CD20 B-HH6-B-KV1 GE e Rituximab ou anticorpo anti-CD20 B-
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HH6-B-KV1l GE e ciclofosfamida. Assim, o tratamento de
combinacdo de anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE e
ciclofosfamida deu origem a melhor actividade anti-tumoral

comparada com o tratamento com ciclofosfamida isoladamente.
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Listagem de Sequéncias

<110> F. Hoffmann-La Roche AG

<120> Combination therapy of a type II anti-CD20 antibody
with increased antibody dependent cellular cytotoxicity
(ADCC)

<130> 24858

<150> 08005554.4

<151> 2008-03-25

<150> 08007172.3

<151> 2008-04-11

<160> 20

<170> Patent In version 3.2

<210> 1

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus sp.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> amino acid sequence of variable region of the heavy
chain (VH) of murine monoclonal anti-CD20 antibody
B-Lyl

<400> 1

iy Pro Giu Leu Val Lyas Pro Gly Als Ser Val bys Ils Ser Tys Lys
1 ] ig ik

Hla Seyr Gly Tyr Alg Fhe Sax Tyr o Trp Met dan Trp Val Lys Leu
24 30
By Gly Len Glu Teop Ile Gly Arg Ile Phe Pro Sly Asp
43 45
Giy Bsp Thr Asp Tyr Aso SBly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thy
SG 55 &
Als Map Lys Ser Her Ass Thr &ls Tyr M8t Gln Lo fhr Sar Len Thy
&5 K 75 B0
Ser Yal Asp Sayp Ala ¥al Tyr Leu Cys Als Arg Asn Val Fhe asp &ly
&5 94 55
g ly Thr Leuw ¥al Thr ¥al Esr &las

Tyy Tryg Lan ¥Fal Tyr Tep Gly Gln &
140 3

<210> 2
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<211> 103

<212> PRT

<213> Mus sp.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> amino acid sequence of variable region of the 1light
chain (VL) of murine monoclonal anti-CD20 antibody B-Lyl
<400> 2

Lo
T
153
[£3]
I
lu

A&sn Pro Val The Leu Gly The Ala Jer Ile Ser Cys Ary Ser Sex
5 189 15

Lys Ser Lesu Leu His Ser dsn Gly Ile Thr Tyr Lex Tyr Trp Tyr Lew
< s 38

Gin Lys Pro 8Lly 8ln Ssr Pro Gin Lew Lewn Ils Tyr Sla Mel Ser &sa
35 $4 45

Leu Val Ser Gly Wal Pre Aszp Arg Phe Ser Ser Ssy Gly Ser Gly Thy
58 5% L

&sp Phe Thr Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu &8ls Glu Asp Val Gly val
&5 0 % 80

Tyr Tyr Oys Als Gln Asn Leu Glu Lew ¥re Tye Thr Bhe Sly &
g5 39

Ly Gly

i3y 43
[

The Ly Leuw Gl Ils
3D

WE RSy

i
£
£

<210> 3

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HH2)

<400> 3

Gin Vel Gln Deuw Vel SIn Ssr Sy ALs
1

.
)

Gerd
pig
]

£ 4=
1%
=5
1w
rln
4
s
1]
o
b
7]
Lan}
d
&
4]
'._/
L%
0]
H

15

Sar Val Lys Val Ser Oy Lys Ala Sey Gly Tyr dls Fhe Sey Tyr Sev
- L R e
28 oge] KN



Trp Mat Bsn Trp Val Arg Gln 3ls PFro Gly &in
35 S8
Gly ATg Ils Phe Pro oly Asp Gly Asp Thr dsp
S0 55

s Giy Arg ¥zl Thy Iis Thr &ls 8sp Lys Ser

Mt Gl Lsw Ber r Ley Aryg Sax $lu Asp Thr

Ala Arg 8sn ¥al Phe Asp Sly Tyr Trp Leu Val
188G 108

Thr Val S#=r Bar

4
4
=
-
&
i
<
g
[

b
Y5 1
4.4

<210> 4

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody
<400> 4

Gln Val &ln Leu Val Gln Ser Gly Als Glua val
i 5 it

Ser Val Lys Val Ser Oys Lys Ala Ssr Gly Tyy
o 28

Trp Mst Asrn Trp Val Brg Sln 8ls Pro Gly Sin

s
¥4
'_..
i
"o
“F
pig
e

4
i
i
k—l

P

’Cj
[ory

<
ol
B

s
l.a
g
b
g
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2

i

L7

LA

Lys Gly &rg Val Thy Jls The Ala Ssp los Sev
) 74 79

Met 8lu L Ser Ser Leus Arg Ser
85

Gt
3
o g
A
e
-3
=
zi

Gily Leou Glu

45

Ty Asn

5
o
&1
Ui
4]
L&

b3 AT mn Y
Ala Wal

Tyy Trp Gly

i

Thr

118

region
(B-HH3)

of

Gly Leuw Gle
by
LA

r &sn Gy

Thr Ser

Aia ¥al

Ala

Trp Met

et

e

"
ot
]
&

Tyr

&80

52

the heavy

-

53 ¥
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Sgyr
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Ala Arg Asn ¥al Phe Adsp Gly Tyr Trp Lew Val Tyr Try Gly S81n Gly
160 103 114

Thy Leu Val Thr ¥al Ser Ser
115

<210> 5

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HH4)

<400> 5

Sln Val Gino Lew Yal 8ln Ber Sy Ala Blu Val Lys Lys Pro 8ly Ala

I & 19 1k

Bar ¥al Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Als Phe Ser Tyr Sev
290 28

Trp Mat &sn Trp Val Arg Sin Als PFro Gly Gle 81y Lew Glu Trp Met

33 40 15

Gily Avg lle Phe Fro Gly Bsp Gly Asp Thr &sp Tyr 8san Gly Lys Phe
50 55 50

Lys Gly 8pg Vel The Tle Thr Als Asp Lys Sy Thr Ser Thr Als Tyx

£5 Rl 5 80

Met Glu Lo Ser Ser leu Ary Ser Giu Rsp Thry &ls vVal Tyr Tyr COvs
85 39 Q8

Als Arg Ban ¥al Phe Rsp Gly Tyr Trp LDeu ¥Wal Tyr Trp Gly Glo Gly

140 10% . 118

Thr Leu ¥al Thr Val Ssr Ser
115

<210> 6

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HH5)

<400> 6
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5
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20
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35
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55
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oG

Yal Thr ¥al

115

7
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. K End
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4
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Twr
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v

o
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N
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RES: b
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&
T
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w Rsp T

ey

val Tyr

Lys Lys Pro GU
15
v Ala rFhe Sgr Ty
38
in Gly Leu Glu Ty
45

Thr 8is Val Tyy Tyry

Trp

¥r Asn Gly Lys
£0
The Ssr Thr Alg

Phiw

i =3
Bl
i

Cys

Gly

54

amino acid sequences of variable region of the heavy

(VH)
7

[y
l,J
23

20

35

Val Ser Cy

Asn Trp Val Arg

,
s
i
#

& Lys

-y
L".S. B

Ala

Bls

of humanized B-Lyl antibody

Slu
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(B—HH®6)
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Phe Serx
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Gln Gly Lew Giu

[y,

[l hu
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Gly Brg (ls Phe Fro Gly &sp Gly Bsp Thr Asp Tyr 8sn Gly Lys Fhe
S0 5 &0
Lys Gly Arg Val Thr Rls Asp Lys Ssr Thr Ssy Thy &la Tyy
&% 75 |0
Met Glu Len 32r 3ar Lo Avg Ssr 8lw Asp The 8la Val Tye Tyr Cys
85 G el
Ala Arg Ban Val Phe Asp 03y Tyr Trp Lea Val Tyr Trp Gly Sls Gly
100 188 110

oy o~ N o N a- Rl - ¥ Do D
Thy Lo Val Thy Val Sar Say

115

<210> 8

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HH7)

<400> 8

43

¥

aln Wal GIn Lew Vel Gin Ssr Gly Ala 8lu Wel Lys Lyy Froe Gly Sax
. 1

—
<

2

Jer Val Lys Val Ber Tys Lys Alas Gly Tyr Ala Fhe Bexr Tyr Ssr
20 a9

Tre {le Ser £ Vel Arg Pro Gly Glo Sly Lew Giu Trp st
35 45
Gly Arg Ils Fhe PFro Gly Rsp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Plwe
50 55 &R

Lyws Gly Brg ¥al Thy Ils Thr Als Asp Lys Sar Thr Ber Thr Ala Tyr
85 T TS RE

S8 a2 Arg Jar Glu Asp Thr Ala Vel Tyr Tyr Cys
35 L G4

o
]
o
o)
o
-~
FS
o
i3
7
o
> A
%]
g
ogd
4

Als &ry Bsn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leuw Val Tyr Trp &ly Gln Gly
1a0 108 119

Thr beu Val Thr Val Ber Ssco
115
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<210> 9

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HHS)

<400> 9

Glr ¥al Glp Leu Val 8in Ser 6ly Ala Glu Val Lys Lys Feo Gly &la
3 5 14 A%
Y e B e

Ber ¥al Lys Val Sex Cvs Lys Ala Ser Gy Tyr Thr Phe Thnr Tyyr Ser
ZG 25 30

Trp Mot Asn Typ Vel Avg Gln Ala Pro Gly €ln Gly Leu Slu Trp Met
-

F
=
L]
3
5

Gly &rg Tle Phe ¥ro $ly Asp Gly &sp Thr Bzp Tyr &an Gly leys Phe
50 55 5l
Lys Giy Arg ¥al Thr Ile The Alas &sp Lys Sexr Thr Sew Thr Ala Tyr
A T3 5 B
Mot Slu Leu Ssr Ser Lew Arg Sy Slu Asp Thr Als val Tyr Ty Cvs
g5 30 as

Ale Arg Asu Val Fhe Asp By Tyy Top Lwu Val Tyz Tep Gily Glon 6ly
1G9 188 31¢

i
i
4%
0]
=
el
o]
=

Thy Loy Val Thr ¥sl

113

<210> 10

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HH9)

<400> 10
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Gln Vel Gln Leu Val 8in Ser Gly &ls Slu Vsl Lys Lys Pro Gly &81s
i 5 10 15
Ser Val Lys ¥al fSer Cys Lys Als JSer Sly Tyr Thr Phe Ser Tyyr Ser
o el 30
L & A et A

b d
et

Trp Met Ssn Trp Val Arg Gln A&la Fro Gly Gln Gly Leu Glu Irp Met
35 40 45

Pha Fro )

iy
|
-
w
1
I
wy
33
'1,‘(
i
s
4

Asp Gly Rsp Thr Asp Tyy Asn Gly Lys Fhe

Lys xly &gy Vel Thr Iie Thr Als &sp Lys Ser Thr Ser Thr 8ka Tyx

65 0 13 g0

Mebk ©lu Loy Ssr Ser Leuw Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyy Tyr (ya
&5 S8 S8

-

Als Arg Asn ¥al Phe Bsp Gly Tyr Trp Lew Val Tve Tre Gl Gln Giy
100 143 110

4

Thy Leu ¥al Thr Val 3esr Zex
115

<210> 11

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HLS)

<400> 11

Glu Val Gin Lens Val Siu Ser Gly Gly Gly Lesw ¥al Lys Pro Gly Gy
L 5 19 1%

Ser Leu Aryg Leu Sar Cys Als Ala Sex Sly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 &5 3G
Tep Met Asn Trp Val Arg §€in Ala Fro Gly Lys Gly Len Glu Trp Val
35 44 4%
Gily &rg Ile Phe PFro Gly Asp Gly Azsp Thy Jzp Tvy assn Gly Lys Phe
; - ol
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Lysy Gly Rrg Val Thr Tle Thy Ala Asp Lys Sey Thy Sar Thr Ala Tyx

&5 TG 5 g

Met Glu Ien Sar Ser Leu Arg Ser Glu fsp Thr Ala Val Tyy Tyr Cys
B3 a0 35

&laz Arg Asn Val Fhe Asp Siy Tvr Trp leu ¥al Tyr Trp Gly Gln Gly
100 195% 130

Thy Leo Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 12

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HL10)

<400> 12

Gl val &ln Lew Val Slu BSey Gly Sly Gly Lew Val Lys Pro Gly Sly
1 & i 1%
Ser Leu Arg Lew Ssx Oys Ala Ala 3er Gly Bhs Ala Fhe Ser Tyr 3er
280 25 g
Trp Met Asn Top Val Brg S8in &la Fro Sly Lys 8ly Leuw Glu Trp Val
35 48 15
Gly Byy Ile Phe Pro Gly Asp Gly Rsp Thye Asp

vy Asn Gly Lys Fha
g

£
]
%41
& 0

Lve Gly Arg ¥al Thr Ile Thy Ala Asp Lys Ser Thr Sar Thr Als Ty

55 T Bl 80

Met Glu Lew Ser Ser Leu Arg Ssr Glu Asp Thr Ala Vel Tyo Tyr Qys
85 9% 35

Ala Arg dsn Vel Phe Asp Siy Tyr Frp Lew Vel Tyr Trp Gly Gln Gly
104 iGk 10

Thr Val Ser Ser

.
bt
L
[
v/}
[

[

=

op

<210> 13
<211> 119



<212> PRT

<213>
<220>
<223>
chain
<400>

(VH)
13

Gl Val Gin Tean Yal Slu Ser Gly Gly Gly Leu Y¥al Lys
1 R 0
> R W
Ser leu Aoy Lesy Ser Lys Als Ala Rer @iy Pl Thr FPhe
I 35
Try Het Asn Yrp Val &vg Glo Als Pro Gly Lys Sly Lew
35 49 45
Gly Rrg Il Pha Pro Gly Asp Gly Asp The Asp Tyr Asn
g0 5% £
y8 8ly Amy ¥al Thr lle Thr Als Asp Lys Ssr Thr Sex
3 o 5
Met Sluw Leu Ser Sar Leu Arg Jer Glu Asp Thy &is Val
85 B
&l Arg &sn Val Fhe &sp Gly Tyr Trp Leuw Val Tyr Trp
150 145
The Lew ¥al Thr Val Ser Ser
115
<210> 14
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>
chain
<400>

(VH)
14

Sar Lsy Arg Led

Artificial

Val Glu Ser 4Gly Ala
£
g

ey

antibody

amino acid sequences of variable region of the
of humanized B-Lyl

(B-HL11)

Pro Gly
i3
Ser Ty
30
Glu Trp
Gly Lys
Thy Alas
Ter Tyr
a5
Giy Gln

=y

amino acid sequences of variable region of
of humanized B-Lyl antibody

(B-HL12)

iv Leuw Val Lys Fro
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B
foame
)
Y
W
[

1

Trp Met Bsn Typ Val Arg Gla &la Pro Sly Lys Gy Leu Glu Trp Met
35 49 45

Gly Arg Ile Fhe Fro Gly Asp Gly Asp Thr asp Tyr Asn Ely Lys Fhe
50 55 &0

Lys Gly Rrg ¥al Thy Ile Thr Ala &sp Lys Ser Thr Ser Thr Bla Tyy

65 70 75 &0

Met Glu Lesnn Sex Ser Leo &rg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyy Tyr Dys
83

3% o5

Bia Ary Asn Val Phe Asp Gly Tyr Tep Lew Val Ty SR OR%
100 193 i

«
3
i
—
Ll
(2l
3
4
3
x.
-
<

Gin Gly

ey

it
“

I ¥al Thy Val Ser Ser
1is

<210> 15

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HL13)

<400> 15

Gl Pal Gln Leo Vel Glu Ser Gly Gly Gly Val val Lws Pro Gly Gly
1 & 1 15
Ber Lsu Bry leu Ser Oyvs Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Sex Tyr Sex

20 25 30

Trp Met 3sn Trp Vel 8rg Gln Ala Pro Gly Lys 8ly leu Glu Trp Met
35 4 45
Siy Arg Iie ¥Phe Fro Gly Rsp Gly Asp Thr Asp Tyr dsn Gly Lys Bhe
50 55 &f}

Lys Gly Arg Vel Thr fle Thre dla Bsp lys Ser Thr Sar Thy Als Tyr
&5 7 73

3 Ser Glu &sp Thr Ala VWal Tyr Tyr Cys

& 4
Eod
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i
7
¥4
53
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s
g
£
&
o
kg

Mat Giu
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Bila drg Asw Val Phe Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
chain
<400>

16

119

PRT
Artificial

Sly Tyr Tzp Lau Val Tyr Top

105

- Sar

61

amino acid sequences of variable region of the heavy
(VH) of humanized B-Lyl antibody
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&la Aryg

[N

a Trp Wal

Arg Ils Phe Freo

Ly Brg Vsl Thry

I8

R
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~ 7
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Gly

ey
25

. Pro

Tep
0%
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<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HL15)
<400> 17

Giu Val 6in Leu ¥al Gin Ser Gily Giy Gly Leuw ¥al Lys Fro Gly S
A ; ¥
1 5 in 15
Her L Arg Leu Ssr Cys Als &la Ser Gly ¥hw Thr PFhe Ser Tyr Her
20 253 30
Try #et &xn Trp Val Arg GIn Als Pro Gly Lys Gly Lew S3la Top Met
35 4Q 31

ly Arg Ils Phe Pro

Ay s Db
Bly Lys Phe

B4
Lya iy Brg Yal Thy Ile Thre Ala &ap Lys Ser Thr Sex Thr Ala Tyr
g5 70 15 &0
Mat Sin Lew Ser Sar Leay &rg Ser Glu ARsp Thy Als Vel Tyr Tyr Oys
95 4 43
Als Arg Asn Vel Fhe Val Tyr Trp Sly Giln Gly
<o 110

Thy Thy Val Ser Sey

<210> 18

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> amino acid sequences of variable region of the heavy
chain (VH) of humanized B-Lyl antibody (B-HL16)

<400> 18

Glu Val Glpn Leu Val Glu Ber Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro

1 5 19

Sar Leu Arg Val Ssr Oye Ala ala Sexr Gly Phe Thy Phe Ser Tyr Ssx
27 &5 RIE

N " . 2T Wowear MY o R T e N = v P P F I
Trp Met fdan Trpe ¥al &rg Gin Ala Prs Gly Lwvs Gly Lew Glu Ton Mst
S . . K 5
35 44 &5
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amino acid sequences of variable region of
of humanized B-Lyl antibody
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Reivindicagdes

1. Uso de um anticorpo anti-CD20 do tipo II com
citotoxicidade celular acrescida dependente de anticorpo
(ADCC) para o fabrico de um medicamento para o tratamento
do cancro gue expressa CD20 em combinacdo com um ou vVAarios
agentes terapéuticos seleccionados no grupo constituido por
ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina, caracterizado
por o dito anticorpo anti-CD20 do tipo II ser um anticorpo
B-Lyl humanizado modificado por glicosilagcdo, em que O
anticorpo B-Lyl humanizado possui uma regido varidvel da
cadeia pesada (VH) da SEQ ID No.7 e uma regido varidvel de
cadeia leve (VL) da SEQ ID No. 20, e o tratamento com o0
anticorpo anti-CD20 do tipo II encontra-se combinado

a) com ciclofosfamida e vincristina, ou

b) ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por o
cancro que expressa CD20 ser um linfoma de célula B néao-

Hodgkin (NHL) .

3. Uso de acordo com gqualquer uma das reivindicacgdes 1 ou
2, caracterizado por ser administrado um corticosteroide

adicional.

4, Anticorpo anti-CD20 do tipo II com citotoxicidade
celular acrescida dependente de anticorpo (ADCC) destinado
a ser utilizado no tratamento de um doente que sofre de
cancro que expressa CD20 em combinagdo com um ou varios
agentes gquimioterapéuticos seleccionados no grupo
constituido por ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina,
caracterizado por o dito anticorpo anti-CD20 do tipo II ser

um anticorpo B-Lyl humanizado modificado por glicosilacéao,



em que o anticorpo B-Lyl humanizado possui uma regiao
varidvel da cadeia pesada (VH) da SEQ ID No.7 e uma regiao
varidvel de cadeia leve (VL) da SEQ ID No. 20, e o
tratamento com o anticorpo anti-CD20 do tipo II encontra-se
combinado

a) com ciclofosfamida e vincristina, ou

b) ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

5. Anticorpo anti-Cb20 do tipo II de acordo com a
reivindicacao 4, caracterizado por o cancro Jque expressa

CD20 ser um linfoma de célula B ndo-Hodgkin (NHL).
6. Anticorpo anti-CD20 do tipo II de acordo com gqualqgquer

uma das reivindicagdes 4, ou 5, caracterizado por ser

administrado um corticosteroide adicional.

Lisboa, 17 de Agosto de 2016.
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