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Relatorio Descritivo da Patente de Invengcdo para
"ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-hPG, COMPOSIGAO E USO
DOS MESMOS".

1. REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Esse pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S.C. § 119(e) do
pedido provisoério no. 61/252.625, depositado em 16 de outubro de 2009,
cujos conteudos estdo incorporados aqui por referéncia em sua
totalidade.

2. DECLARACAO DE PESQUISA PATROCINADA PELO GOVERNO
[002] Nenhuma.

3. PARTES DE UMA PESQUISA EM COMUM ACORDO

[003] Nenhuma.

4. REFERENCIA A LISTAGEM DE SEQUENCIAS, TABELA OU
PROGRAMA DE COMPUTADOR

[004] Uma Listagem de Sequéncias esta incluida em anexo.
5. CAMPO DA INVENCAO
[005] A presente descricdo esta direcionada, entre outras coisas,

para anticorpos monoclonais para progastrina, composi¢des e métodos
para fazer tais anticorpos e métodos de uso de tais anticorpos, por
exemplo, no diagndstico e/ou tratamento do cancer colorretal.

6. ANTECEDENTES

[006] O Cancer Colo-retal (CRC) € um problema importante de
saude publica, que afeta mais do que 1.000.000 de pessoas a cada ano e
responde por mais do que 500.000 mortes a cada ano. CRC ¢ a segunda
causa principal de morte devida a cancer. Apena nos Estados Unidos, em
2009, aproximadamente 147.000 novos casos e mais do que 49.000
mortes devidas a CRC foram relatados. Existem trés formas de CRC: CRC
esporadico; cancer de célon nido polipose hereditario (HNPCC), causado
por mutagdes da linhagem germinativa em genes que reparam O nhao

pareamento de DNA; e polipose adenomatosa familiar (FAP), devida a
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mutagdes da linhagem germinativa no gene APC. CRC esporadico é
responsavel por quase 85% dos casos, enquanto que HNPCC é
responsavel por cerca de 5% e FAP é responsavel por cerca de 1% (Heyer
et al., 1999, Oncogene 18:5325-5333).

[007] O manuseio clinico de CRC envolve, tipicamente, a
resseccdo cirurgica de tumores geralmente acompanhada de
quimioterapia. Atualmente, cerca de 50% dos pacientes com CRC
morrem cinco anos depois do diagnéstico. A falta de testes de
rastreamento confiaveis e a ineficacia das terapias disponiveis atual-
mente s&o as principais causas da alta taxa de mortalidade. Existe uma
necessidade urgente de novas abordagens clinicas para o diagndstico
de CRC, assim como de tratamentos eficazes contra tumores de cancer
colorretal que possuam efeitos adversos minimos sobre o tecido de
outra maneira saudavel.

7. SUMARIO

[008] O presente pedido fornece composi¢cdes e metodos uteis
para diagnosticar e/ou tratar o cancer colorretal (CRC) em animais,
incluindo humanos. As varias invencdes descritas no pedido s&o
baseadas, em parte, na descoberta dos requerentes de anticorpos
monoclonais que se ligam especificamente a progastrina (PG), por
exemplo, progastrina humana (hPG), um polipeptideo produzido pelas
células do tumor de CRC e que exibem atividades antiproliferativas em
modelos de CRC in vitro.

[009] A progastrina é produzida pelas células do tumor colorretal e
€ considerada estimulante para proliferacdo dessas células pelo
desencadeamento de uma via de transducgao de sinal que bloqueia os
processos normais de diferenciagao celular, incluindo aqueles proces-
sos que levam a morte celular. A deplecédo do transcrito de gene de
gastrina que codifica a progastrina induz a diferenciagcédo celular e a

morte celular programada em células tumorais em modelos de CRC in
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vitro e in vivo, reduzindo a proliferacdo da célula tumoral. Apesar de néo
pretender estar ligado a qualquer teoria de operacéo, através da ligacao
de PG, os anticorpos anti-PG sao considerados bloquear ou inibir sua
habilidade de interagir com seus parceiros de sinalizag&o. Isso, por sua
vez, inibe uma via de transducao de sinal em células de tumor colorretal
que poderia, de outra maneira, levar a proliferagéo.

[010] Consequentemente, em um aspecto, a presente descrigao
fornece anticorpos monoclonais que se ligam especificamente a PG, por
exemplo hPG, mas ndo a outros produtos do gene de gastrina. Com
referéncia a FIG. 1, o gene de gastrina é traduzido em um polipeptideo
com 101 aminoacidos chamado de pré-progastrina, que contém uma
sequéncia de sinal (sublinhada) que é clivada, dando origem a
progastrina, um polipeptideo com 80 aminoacidos. A progastrina, por
sua vez, € clivada para gerar um produto com 34 aminoacidos, que
corresponde aos residuos 38 a 71 de progastrina, que é entdo
prolongado em sua terminacdo carbéxi com um residuo de glicina,
gerando G34 prolongado com glicina ("G34-Gly"). Um subproduto dessa
clivagem é um peptideo com 5 aminoacidos, chamado de peptideo
flanqueador C-terminal ou CTFP, que inclui os residuos 75 a 80 de
progastrina. G34-Gly € entdo clivado para gerar um polipeptideo com
17 residuos que corresponde em sequéncia aos residuos 55 a 71 de
progastrina e referido como G17-Gly. A remocgao das glicinas C-
terminais de G34-Gly e G17-Gly, seguida pela amidacdo C-terminal,
fornece G34 e G17, respectivamente, ambos os quais sdo amidados no
C-terminal. Portanto, enquanto os primeiros 37 residuos de progastrina
sdo unicos para ela (isto €, ndo estédo presentes em seus produtos de
processamento, tais como G34, G34-Gly, G17, G17-Gly ou CFTP), os
residuos 38 a 80 também estdo presentes nos produtos pos-
traducionais do gene de gastrina.

[011] Os requerentes descobriram que, embora os anticorpos
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monoclonais anti-PG possam ser originados usando meétodos
conhecidos por aqueles versados na técnica, a selecao do antigeno é
importante. Nem todos os antigenos derivados de hPG estimulam a
producdo de anticorpos monoclonais que se ligam especificamente a
hPG sob condigdes fisiologicas. Como descrito abaixo, varios antigenos
usados para originar anticorpos policlonais para hPG, tal como a
progastrina humana recombinante de extensdo completa (veja, por
exemplo, Singh WO 08/076454) e peptideos que correspondem aos
ultimos dez aminoacidos da extremidade C-terminal de hPG (veja, por
exemplo, Hollande WO 07/135542), falharam em gerar anticorpos
monoclonais anti-hPG. Os requerentes, entretanto, descobriram
sequéncias antigénicas N- e C-terminais dentro da sequéncia de hPG
que podem ser usadas para gerar anticorpos monoclonais que se ligam
especificamente a hPG. Quase surpreendentemente, os requerentes
descobriram que n&o € necessario limitar as sequéncias do antigeno a
fitas da sequéncia de PG que sao unicas para ela para obter anticorpos
monoclonais que se liguem especificamente a PG e ndo a outros
produtos derivados do gene de gastrina. Antigenos peptidicos que
possuem sequéncias em comum com outros produtos do gene de
gastrina, por exemplo, G17, G34 e CTFP, forneceram anticorpos
monoclonais que nao se ligaram apenas a hPG, mas se ligaram a ela
especificamente.

[012] Os requerentes geraram anticorpos monoclonais usando
antigenos derivados de diferentes regides da molécula de hPG. Os
anticorpos monoclonais anti-hPG obteniveis usando um antigeno
peptidico que possui uma sequéncia que corresponde a uma regiao N-
terminal de hPG e/ou que se liguem a uma regiao N-terminal de hPG,
sao referidos aqui como "anticorpos monoclonais anti-hPG N-terminal”.
Uma regido antigénica exemplificadora especifica que pode ser usada

para construir um imunégeno util para a obtencdo de anticorpos
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monoclonais anti-hPG N-terminal corresponde aos residuos 1 a 14 de
hPG: SWKPRSQQPDAPLG (SEQ ID NO: 25). Imundégenos
exemplificadores incluindo esse antigeno util para a obtencdo de
anticorpos monoclonais anti-hPG N-terminal estdo descritos na Tabela
1A e na sec¢édo de Exemplos.

[013] Anticorpos monoclonais anti-PG obteniveis usando um
antigeno peptidico que possui uma sequéncia que corresponde a uma
regidao C-terminal de hPG e/ou que se ligue a uma regiao C-terminal de
hPG, sdo referidos aqui como "anticorpos monoclonais anti-hPG C-
terminais". Uma regido antigénica exemplificadora especifica que pode
ser usada para construir um imunégeno util para a obtencdo de
anticorpos monoclonais anti-PG C-terminais corresponde aos residuos
55 a 80 de hPG: QGPWLEEEEEAYGWMDFG RRSAEDEN (SEQ ID
NO: 27). Imunogenos exemplificadores que incluem esse antigeno util
para a obtengdo de anticorpos monoclonais anti-hPG C-terminal estdo
descritos na Tabela 1B e na se¢do de Exemplos.

[014] Para alguns usos, € desejavel ter anticorpos monoclonais
anti-hPG com alta afinidade por hPG. Para certos usos, tal como usos
terapéuticos, uma afinidade de pelo menos cerca de 100 nM é
desejavel, embora anticorpos que possuem afinidades maiores, por
exemplo, afinidades de pelo menos cerca de 90 nM, 80 nM, 70 nM, 60
nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 7 nM, 6 nM, 5
nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM ou até maiores, possam
ser desejaveis. Os varios anticorpos monoclonais anti-PG
exemplificadores especificos aqui descritos exibem afinidades que
variam entre 10°° a 10-'? (veja Tabela 6). Um anticorpo monoclonal anti-
PG que possua uma afinidade especialmente adequada para uma
aplicacdo desejada em particular pode ser rapidamente selecionado
entre esses ou gerado ou projetado usando varios imunégenos,

sequéncias de regides determinantes de complementaridade (CDR),
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sequéncias de cadeia variavel pesada Vx e variavel leve V. e métodos
aqui descritos. A afinidade de qualquer anticorpo monoclonal anti-PG
particular pode ser determinada usando técnicas bem conhecidas ou
descritas aqui, tais como, por exemplo, ELISA, calorimetria de titulagao
isotérmica (ITC), BIAcore ou ensaio de polarizacéo fluorescente.

[015] hPG € um polipeptideo relativamente pequeno, tendo
apenas 80 aminoacidos de extensdo. Deveria ser esperado que
qualquer anticorpo monoclonal que se ligue especificamente a hPG com
uma afinidade relativamente alta (por exemplo, pelo menos cerca de 10
nM) pudesse interferir com a habilidade de PG de interagir com seus
parceiros de sinalizagcdo e, como resultado, inibir a proliferacdo de
células de CRC. Entretanto, os requerentes descobriram que nem todos
os anticorpos monoclonais anti-PG sao neutralizantes (isto €, nem todos
os anticorpos monoclonais que se ligam a PG interferem ou inibem sua
atividade de sinalizacado biolégica). De fato, como sera discutido em
mais detalhes na se¢cdo de Exemplos, os requerentes descobriram que
alguns anticorpos monoclonais anti-PG, apesar de exibir alta
especificidade e alta afinidade por PG, ndo neutralizam PG. Por
exemplo, o MAb14 anti-hPG se liga a hPG com uma Kp de cerca de 6
pM, mas n&o inibe o crescimento de células CRC in vitro como
detalhado na secao de Exemplos abaixo. Embora os anticorpos mono-
clonais ndo neutralizantes que se ligam especificamente a hPG sejam
uteis para propositos de diagnostico, aqueles anticorpos monoclonais
anti-hPG que neutralizam PG séo particularmente adequados para as
aplicacdes terapéuticas para tratar CRC.

[016] Como usado aqui, um "anticorpo monoclonal anti-hPG
neutralizante" € um anticorpo monoclonal anti-hPG que fornece uma
reducao estatisticamente significativa no numero de células de CRC
vivas em uma amostra de teste tratada com o anticorpo monoclonal anti-

hPG quando comparado com uma amostra de controle tratada com um

Peticdo 870210054436, de 17/06/2021, pag. 12/140



71125

anticorpo monoclonal ndo especifico. Um ensaio especifico para avaliar
a habilidade de qualquer anticorpo monoclonal anti-nPG em particular
para neutralizar hPG esta descrito na se¢cdo de Descricdo Detalhada
abaixo. Aqueles anticorpos monoclonais anti-hPG que exibem pelo
menos cerca de 50% de reducdo no numero de células vivas nesse
ensaio sdo considerados ser especialmente uteis no tratamento de
CRC, embora anticorpos monoclonais anti-hPG que exibem niveis
menores de atividade neutralizante, por exemplo, uma reducéo
estatisticamente significativa de 40%, 30%, 20%, 15% ou até 10% no
numero de células vivas nesse ensaio sao esperados fornecer
beneficios terapéuticos.

[017] Consequentemente, em algumas modalidades, os anticor-
pos monoclonais anti-PG sdo anticorpos monoclonais anti-PG
neutralizantes. Foi descoberto que a habilidade de um anticorpo
monoclonal anti-PG em neutralizar PG n&o € dependente do epitopo.
Como exemplificado na se¢ao de Exemplos, ambos os anticorpos anti-
PG N-terminal e C-terminal possuem atividade neutralizante. Portanto,
em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-PG
neutralizantes sao anticorpos neutralizantes N-terminais, em outras
modalidades, os anticorpos monoclonais anti-PG neutralizantes séo
anticorpos neutralizantes C-terminais.

[018] O mapeamento de epitopo revela que os anticorpos
monoclonais anti-PG N-terminais ndo se ligam todos ao mesmo epitopo,
mesmo quando originados contra 0 mesmo imunogeno. O mesmo é
verdadeiro para os anticorpos monoclonais anti-hPG C-terminais. Os
epitopos ligados por anticorpos monoclonais anti-hPG N-terminal e C-
terminal, como identificados através de rastreamento de alanina e da
técnica SPOT, séo fornecidos na secédo de Exemplos, nas Tabelas 8 e 9.
[019] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-

hPG se ligam a um epitopo que inclui uma sequéncia de aminoacidos
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que corresponde a uma porgao N-terminal de hPG. Em modalidades
especificas, os anticorpos monoclonais anti-hPG N-terminais se ligam a
um epitopo que inclui os residuos 10 a 14 de hPG (SEQ ID NO: 28),
residuos 9 a 14 de hPG (SEQ ID NO: 29), residuos 4 a 10 de hPG (SEQ
ID NO: 30), residuos 2 a 10 de hPG (SEQ ID NO: 31), ou os residuos 2
a 14 de hPG (SEQ ID NO: 32).

[020] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
hPG se ligam a um epitopo que inclui uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a uma porcdo de uma regidao C-terminal de hPG. Em
modalidades especificas, os anticorpos monoclonais anti-hPG C-terminais
se ligam a um epitopo que inclui os residuos 71 a 74 de hPG (SEQ ID NO:
33), residuos 69 a 73 de hPG (SEQ ID NO: 34), residuos 76 a 80 de hPG
(SEQ ID NO: 35), ou residuos 67 a 74 de hPG (SEQ ID NO: 36).

[021] E esperado que CDRs e/ou cadeias Vi e V. correspondentes
de anticorpos monoclonais anti-hPG que se ligam aproximadamente
aos mesmos epitopos, possam ser alternadas para fornecer novos
anticorpos monoclonais anti-hPG. Por exemplo, como observado na
Tabela 9, anticorpos monoclonais anti-hPG MAbS e MADbG6
exemplificadores se ligam ao mesmo epitopo. Um anticorpo monoclonal
anti-hPG pode ser planejado para incluir em sua cadeia V. varias
combinagdes de CDRs de V. desses dois anticorpos e/ou em sua cadeia
VH, varias combinagdes de CDRs de V4 desses dois anticorpos. Como
um exemplo especifico, para ilustrar as varias combinacdes possiveis,
tal anticorpo pode incluir em sua cadeia V. as CDRs 1 e 2 de MAb 5
(CDR1.5 de VL e CDR2.5 de V|, respectivamente) e a CDR 3 de MAb6
(CDR3.6 de VL) e em sua cadeia Vi, CDR 1 de MAb 6 (CDR1.6 de Vn)
e CDRs 2 e 3 de MAb 5 (CDR2.5 de Vi e CDR3.5 de V,
respectivamente).

[022] Varios anticorpos monoclonais anti-hPG que possuem alta

especificidade e afinidade por hPG e que exibem boa atividade anti-
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tumor em ensaios in vitro foram identificados e, em alguns exemplos, as
sequéncias de suas CDRs, as sequéncias de suas cadeias Vne V. e/ou
as sequéncias de cadeias Vne V. propostas para versdes humanizadas,
determinadas. Varios hibridomas também foram depositados. Todos
esses anticorpos monoclonais anti-hPG exemplificadores, assim como
outras modalidades especificas de anticorpos monoclonais anti-hPG
Uteis nos varios kits e métodos aqui descritos, por exemplo anticorpos
monoclonais que competem pela ligacdo a PG com um anticorpo de
referéncia, estdo descritos em mais detalhes na secdo Descricdo
Detalhada.

[023] Anticorpos monoclonais anti-hPG da descricdo incluem
anticorpos que competem com um anticorpo monoclonal anti-hPG de
referéncia pela ligagdo a PG. O anticorpo monoclonal anti-hPG de
referéncia pode ser qualquer um dos anticorpos monoclonais anti-hPG
aqui descritos. Exemplos n&o limitantes incluem: anticorpos que
compreendem trés CDRs de V. e trés CDRs de Vy como aqui descrito;
anticorpos que compreendem uma cadeia V4 e uma cadeia VL que
possuem sequéncias de aminoacidos como aqui descritas; anticorpos
que compreendem polipeptideos de cadeia pesada e cadeia leve
humanizadas como aqui descritas; anticorpos produzidos por qualquer
um dos hibridomas aqui descritos; anticorpos que se ligam a um epitopo
dentro de hPG como aqui descrito.

[024] Os anticorpos monoclonais anti-PG aqui descritos podem
estar na forma de anticorpos de extensdo completa, anticorpos de
cadeias multiplas ou de cadeia simples, fragmentos de tais anticorpos
que se ligam seletivamente a PG (incluindo, mas nao limitado a Fab,
Fab', (Fab')2, Fv, e scFv), "surrobodies" (incluindo um construto
substituto de cadeia leve), anticorpos de dominio simples, anticorpos
humanizados, anticorpos camelizados e semelhantes. Eles também

podem ser de ou derivados de qualquer isotipo incluindo, por exemplo,
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IgA (por exemplo, IgA1 ou IgA2), IgD, IgE, IgG (por exemplo, 1gG1,
IgG2, 1gG3 ou IgG4), ou IgM. Em algumas modalidades, o anticorpo
anti-PG € uma IgG (por exemplo, 1gG1, IgG2, 1IgG3 ou 1gG4).

[025] Anticorpos monoclonais anti-PG podem ser de origem
humana ou ndo humana. Exemplos de anticorpos anti-PG de origem
nao humana incluem, mas nao sao limitados a aqueles de origem de
mamifero (por exemplo, simios, roedores, cabras e coelhos). Anticorpos
monoclonais anti-PG para uso terapéutico em humanos sé&o
preferivelmente humanizados.

[026] Em outro aspecto, a presente descricdo fornece acidos
nucleicos capazes de serem usados para produzir anticorpos
monoclonais anti-PG. Os acidos nucleicos que codificam polipeptideos
da cadeia leve e da cadeia pesada de imunoglobulina dos anticorpos
monoclonais anti-hPG aqui descritos e vetores que compreendem os
acidos nucleicos sao fornecidos. Adicionalmente, células hospedeiras
procaridticas e eucaridticas transformadas com tais vetores sdo aqui
fornecidas, assim como células hospedeiras eucarioticas, por exemplo,
de mamifero, manipuladas para expressar os polipeptideos da cadeia
leve e pesada dos anticorpos monoclonais anti-hPG sao fornecidas.
Também sao fornecidas células hospedeiras capazes de expressar
ambas as cadeias leve e pesada e de secretar os anticorpos
monoclonais aqui descritos no meio no qual as células sao cultivadas.
Em algumas modalidades, a célula hospedeira € um hibridoma.
Métodos de producao de anticorpos monoclonais anti-hPG pelo cultivo
de células hospedeiras também sao fornecidos.

[027] Anticorpos monoclonais anti-PG neutralizantes, tais como
anticorpos monoclonais anti-hPG, se ligam a PG e bloqueiam a
sinalizagdo dependente de PG, resultando na inibicdo das respostas
induzidas por PG nas células de tumor de CRC. Consequentemente,

também sao fornecidos métodos de inibicdo das respostas induzidas
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por PG de células de CRC, que incluem a repressao da diferenciacéo
celular, repressdo da morte celular e/ou a estimulagado da proliferacao
celular. Geralmente, o método compreende contatar uma célula de CRC
com ou expor uma populacdo de células a um anticorpo monoclonal
anti-PG neutralizante em uma quantidade eficaz para inibir uma ou mais
respostas induzidas por PG de células de CRC. O método pode ser
realizado in vitro ou in vivo, pela administracdo de um anticorpo
monoclonal anti-hPG neutralizante ao ambiente contendo as células de
CRC, que pode ser uma cultura celular ou em um tumor.

[028] Os anticorpos monoclonais anti-PG neutralizantes aqui
descritos inibem a proliferacao dependente de PG de células de tumor de
CRC, tornando-os agentes terapéuticos uteis para o tratamento de cancer
colorretal. Consequentemente, também s&o fornecidas composi¢cdes
farmacéuticas que compreendem um anticorpo monoclonal anti-PG
neutralizante e métodos de usar os anticorpos monoclonais anti-PG
neutralizantes e/ou as composicdes farmacéuticas para tratar CRC. As
composi¢cdes farmacéuticas podem ser formuladas por qualquer via de
administragdo conveniente, incluindo, por exemplo, injecdo parenteral,
subcutanea ou intravenosa e incluirdo, tipicamente, um anticorpo
monoclonal anti-hPG neutralizante e um ou mais veiculos, excipientes
e/ou diluentes aceitaveis adequados para o modo de administracdo
desejado e podem incluir outros componentes opcionais como sera
descrito posteriormente na seg¢do da Descricdo Detalhada. Para usos
terapéuticos, as composi¢cdes podem ser embaladas em forma de
dosagem unitaria para facilitar o uso.

[029] Os métodos de tratamento geralmente compreendem
administrar a um individuo que necessite do tratamento, por exemplo,
um individuo diagnosticado com CRC, uma quantidade de um anticorpo
monoclonal anti-PG neutralizante e/ou uma composi¢cao farmacéutica

desse, eficaz para fornecer um beneficio terapéutico. O beneficio
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terapéutico, descrito abaixo em mais detalhes, inclui qualquer melhora
de CRC, por exemplo, alentecendo ou paralisando a progressao de
CRC, reduzindo a severidade de CRC, inibindo o crescimento de
tumores de CRC ou a proliferacao de células, reduzindo o tamanho dos
tumores de CRC e/ou reduzindo os niveis séricos de PG em pacientes
com CRC. O individuo pode ser um humano ou um nao humano,
incluindo um animal domesticado (por exemplo, gato, cachorro, vaca,
porco, cavalo) ou um animal ndo domesticado. Preferivelmente, o
anticorpo monoclonal anti-PG € especifico para ao PG da espécie a ser
tratada. Por exemplo, um anticorpo anti-hPG é administrado a um
paciente humano, um anticorpo anti-PG de cachorro € administrado a
um paciente canino e semelhantes. Individuos nos quais a terapia com
anticorpo monoclonal anti-hPG é util, podem ser: pacientes em qualquer
estagio de progressao da doenca (por exemplo, CRC Estagio 0, I, II, llI
ou V), pacientes que ja receberam terapia para CRC (por exemplo,
quimioterapia, terapia de radiacdo, ressecgao cirurgica) ou pacientes
que estao recebendo outra terapia para CRC.

[030] O tratamento com anticorpos monoclonais anti-PG como
aqui descrito pode ser combinado ou secundario a outra terapia.
Exemplos nao limitantes de outras terapias para CRC incluem o
tratamento quimioterapéutico, terapia de radiagdo, ressecgao cirurgica
e terapia com anticorpo, como aqui descrita. Em um exemplo especifico,
os anticorpos monoclonais anti-hPG sdo administrados em combinagao
com agentes quimioterapéuticos. Em outro exemplo especifico, os
anticorpos monoclonais anti-hPG sdo administrados em conjunto com a
resseccado cirurgica. Os anticorpos monoclonais anti-PG também
podem ser usados em combinagdo com um outro.

[031] Individuos com tumores de CRC frequentemente possuem
niveis elevados de PG circulante (por exemplo, no soro ou no plasma).

Consequentemente, anticorpos monoclonais anti-hPG podem ser
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usados para detectar os niveis de PG com propdsitos de diagnosticar
CRC. Adicionalmente, em pacientes ja diagnosticados com CRC, os
anticorpos monoclonais anti-hPG podem ser usados para selecionar
individuos adequados para receber a terapia anti-PG ou para
monitorizar a eficacia do tratamento. Como descrito aqui, um método
para diagnosticar o cancer colorretal em um individuo compreende
determinar se a quantidade de progastrina em uma amostra do
individuo, por exemplo, uma amostra de sangue ou uma amostra de
soro, medida usando um anticorpo monoclonal anti-hPG de acordo com
a presente descricdo, esta acima do nivel limiar. Em uma modalidade
especifica, o nivel limiar € 50 pM. Em algumas modalidades, dois
anticorpos anti-PG sdo usados, um que reconhegca uma regidao C-
terminal de PG e outro que reconheca uma regidao N-terminal de PG.
Nessa modalidade, um ou ambos anticorpos N-terminal e C-terminal é
um anticorpo monoclonal anti-PG como aqui descrito. Preferivelmente,
anticorpos monoclonais N-terminal e C-terminal anti-PG s&o usados. Os
anticorpos podem ser, mas ndo necessariamente, neutralizantes.

[032] Para os propositos de monitoracdo da eficacia do
tratamento, os anticorpos monoclonais anti-PG podem ser usados para
determinar se o nivel de progastrina esta diminuindo ao longo do tempo
em amostras de um individuo que tenha sido ou esteja sendo tratado
para CRC pela comparagdo da quantidade de PG em amostras
retiradas em periodos diferentes. As modalidades especificas de
anticorpos anti-PG descritas no paragrafo precedente também podem
ser usadas nesse ensaio.

[033] Também sé&o fornecidos kits adequados para varios métodos
de diagndstico, monitoracdo e outros aqui descritos. Tais Kkits
compreenderao tipicamente um anticorpo monoclonal anti-PG como
aqui descrito e, opcionalmente, anticorpos anti-PG adicionais e/ou

reagentes adequados para realizar o ensaio especifico. Em algumas
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modalidades, um ou mais anticorpos anti-PG incluidos no kit séo
marcados com um marcador detectavel, tal como um fluoréforo. Em
uma modalidade especifica, o kit inclui um anticorpo anti-PG que se liga
especificamente a uma regido N-terminal de PG, um anticorpo anti-PG
que se liga especificamente a uma regido C-terminal de PG e,
opcionalmente, reagentes adequados para realizar um ensaio
diagndstico, onde o anticorpo N-terminal especifico € um anticorpo
monoclonal anti-PG N-terminal como aqui descrito e/ou anticorpo C-
terminal especifico € um anticorpo monoclonal anti-PG C-terminal como
aqui descrito.

[034] Os aspectos e vantagens das varias invengdes aqui
descritas ficardo aparentes a partir da descricdo detalhada a seguir de
suas modalidades exemplificadoras.

8. BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[035] FIG. 1 fornece as sequéncias de aminoacidos de pré-
progastrina, progastrina e produtos do processamento de progastrina
incluindo G34, G34-Gly, G17, G17-Gly, e o peptideo flanqueador C-
terminal, CTFP.

[036] FIG. 2 fornece o polipeptideo e o polinucleotideo
correspondente, sequéncias das cadeias VH e V. para anticorpos
monoclonais anti-hPG de murino exemplificadores: MAb 3 anti-hPG
(SEQ ID NOS 16, 12, 17 e 13, respectivamente, em ordem de
aparecimento) (FIG 2A, 2B), MAb 4 anti-hPG (SEQ ID NOS 18, 14, 19
e 15, respectivamente, em ordem de aparecimento) (FIG. 2C, 2D), MAb
8 anti-hPG (SEQ ID NOS 67, 59, 71 e 63, respectivamente, em ordem
de aparecimento) (FIG. 2E, 2F), Mab 13 anti-hPG (SEQ ID NOS 68, 60,
72 e 64, respectivamente, em ordem de aparecimento) (FIG. 2G, 2H),
MADb 16 anti-nPG (SEQ ID NOS 69, 61, 73 e 65, respectivamente, em
ordem de aparecimento) (FIG. 21, 2J), e MAb 19 anti-hPG (SEQ ID NOS

70,62, 74 e 66, respectivamente, em ordem de aparecimento) (FIG. 2K,
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2L), nos quais as trés CDRs de cada cadeia estdo sublinhadas.

[037] FIG. 3A-C fornece graficos que ilustram as afinidades de
ligagéo relativas (medidas como absorbancia a 492 nm) em concen-
tragcdes crescentes de anticorpo (Ng/mL) de anticorpos monoclonais
anti-hPG de murino exemplificadores, MAbs 1-4 (FIG. 3A); MAbs 5-14 e
20-23 (FIG. 3B); e MAbs 3 e 15-19 (FIG. 3C).

[038] FIG. 4 fornece um grafico que ilustra a taxa de absorbancia
(densidade 6ptica) a 280 nm e 330 nm de quatro anticorpos monoclonais
anti-hPG de murino exemplificadores quando comparados com uma
amostra de controle de albumina sérica bovina (unidades arbitrarias).
[039] FIG. 5A-C fornece graficos que ilustram a ligacdo de 23
anticorpos monoclonais anti-hPG de murino exemplificadores diferentes
a 25 ou 50 ng de hPG quando comparados com: tampao (controle
negativo), 250 ng de KLH (controle negativo) e peptideos derivados do
gene de gastrina (50 e 250 ng de CTFP, G17 ou G17-Gly (referido na
figura como "G-Gly"), como indicado. FIG. 5A mostra a ligagdo de MAbs
1-4 anti-hPG, FIG. 5B mostra a ligagao de MAbs 5-14 anti-hPG e 21-23,
e FIG. 5C mostra a ligacdo de MAbs 3 e 15-20 anti-hPG.

[040] FIG. 6 fornece um grafico que ilustra a ligacdo de um
anticorpo policlonal anti-hPG N-terminal para hPG em concentragbes
crescentes de MADb3 anti-hPG.

[041] FIG. 7 fornece graficos que ilustram a proliferacdo de
linhagens celulares representativas de CRC tratadas com anticorpos
monoclonais anti-hPG como se segue: SW480, HCT-116, LS174T,
como indicado, tratadas com anticorpos monoclonais anti-hPG MAb 3 e
MAD 4 exemplificadores (FIG. 7A, 7B, 7C, respectivamente, mostrando
a alteragdo no numero de células vivas no final do tratamento em
relacdo ao inicio do tratamento (TO) com o anticorpo) ou um anticorpo
policlonal anti-hPG (FIG. 7D, 7E, 7F, respectivamente, mostrando a

alteragcdo no numero de células vivas no final do tratamento em relagao
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ao inicio do tratamento (TO) com o anticorpo); proliferagdo da linhagem
celular SW620 de CRC com MAb 5 a MAb 23 anti-hPG (FIG. 7G, que
mostra células vivas tratadas com anti-hPG como um percentual do
numero de células tratadas com anticorpo de controle no final do
tratamento em relagdo ao inicio do tratamento (T0)); proliferacado de
células LS174T tratadas com MAD 8, 13, 14, 16 e 19 anti-hPG (FIG. 7H,
que mostra células vivas tratadas com anti-hPG como um percentual do
numero de células tratadas com anticorpo de controle no final do
tratamento em relagdo ao inicio do tratamento (T0)); e proliferagdo de
células HCT-116 tratadas com anticorpos monoclonais anti-hPG MAD 8,
13, 14, 16, 19 (FIG. 71, que mostra células vivas tratadas com anti-hPG
como um percentual do numero de células tratadas com anticorpo de
controle no final do tratamento em relag&o ao inicio do tratamento (T0)).
[042] FIG. 8 fornece um grafico que ilustra o numero de células
LS174T vivas 48 horas depois de 4 tratamentos com um anticorpo
monoclonal de controle, MAb 8 anti-hPG (5ug/mL), MAb 8 anti-hPG pré-
incubado com hPG, o anticorpo de controle pré-incubado com hPG ou
hPG isolado.

[043] FIG. 9 fornece graficos que ilustram o numero de tumores
por camundongo (FIG. 9A) e o peso e o tamanho médio do tumor (FIG.
9B) em camundongos tratados com anticorpos anti-hPG quando
comparados com um anticorpo policlonal de controle.

9. DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES EXEMPLIFICA-
DORAS

9.1 Descrigado Detalhada

[044] A progastrina (PG) foi identificada inicialmente como
precursora da gastrina, um horménio peptidico intestinal que estimula a
secre¢ao acida gastrica. A gastrina existe em varias formas moleculares
diferentes (G17, G34, G17 estendido com glicina, G34 estendido com

glicina) derivadas da progastrina. Veja a FIG.1. O gene da gastrina
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codifica um produto com 101 aminoacidos, a preprogastrina. Uma
primeira clivagem remove um residuo de peptideo de sinal com 21
aminoacidos (sublinhado na FIG. 1) e resulta em PG, um peptideo com
80 aminoacidos. A sequéncia conhecida do polipeptideo de PG humana
(hPG) é fornecida na SEQ ID NO: 20. Como ilustrado na FIG. 1, os
residuos de aminoacidos de hPG sdo numerados de 1 a 80, com o
residuo mais amino sendo a posicdo 1. As sequéncias dentro dos
primeiros 40 aminoacidos de progastrina sao referidas como "N-
terminais”, enquanto que as sequéncias que caem dentro dos residuos
41 a 80 séo referidos como "C-terminais”.

[045] Estudos recentes tém mostrado que os niveis de progastrina
estdo elevados em pacientes com CRC. Sob condi¢des fisioldgicas
normais, a progastrina responde por menos do que 10% do total de
peptideos secretados em humanos. No cancer colorretal, os niveis de
progastrina estao significativamente elevados no plasma e no tecido do
tumor, possivelmente como resultado de expressao aumentada do gene
de gastrina acoplado com um processamento incompleto do produto de
gene. Um estudo mostrou niveis séricos de progastrina
significativamente maiores em pacientes com CRC quando comparados
com pacientes de controle, mas nenhuma diferenca para as formas mais
processadas de gastrina (Siddheshwar et al., 2001, Gut 48:47-52). Em
amostras de tumor de CRC testadas, 80 a 100% das amostras
mostraram niveis elevados de PG. Veja, por exemplo, Ciccotosto et al.,
1995, Gastroenterology 109:1142-1153; Baldwin et al., 1998, Gut
42:581-584; Van Solinge, 1993, Gastroenterology 104:1099-1107. O
papel de PG em CRC foi adicionalmente comprovado pelos
experimentos que mostram que camundongos que expressam PG
recombinante humana tratados com o carcinogénico azoximetano
tiveram numeros significativamente maiores de loci cripticos aberrantes,

adenomas e adenocarcinomas no colon quando comparados com
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camundongos de tipo selvagem ou camundongos que expressam
gastrinas amidadas (Singh et al. 2000, Gastroenterology 119:162-171).
[046] Recentemente, Hollande et al. demonstraram que a
progastrina estimula a via da beta-catenina/Tcf4 pela repressdo de
ICAT, um regulador negativo da sinalizacao de beta-catenina/Tcf4 e que
o bloqueio da progastrina leva a expressado de ICAT de novo. Veja WO
2007/135542. Embora nao pretendendo estar ligado a qualquer teoria
de operacéao, acredita-se que o bloqueio da sinalizagado da progastrina
leve a repressao da proliferagao induzida pela beta-catenina/Tcf4 como
resultado da expressdo aumentada de ICAT. Na auséncia de
sinalizagdo dependente de PG continuada, a proliferacdo celular é
inibida e a diferenciacdo celular e/ou a morte celular (incluindo a
apoptose) € desencadeada.

[047] Apesar da necessidade urgente de novas abordagens
clinicas para o tratamento e o diagndstico de CRC, a evidéncia de que
PG estimula a proliferacdo de células do tumor de CRC e apesar do
interesse aumentado nas terapias com anticorpo monoclonal no
tratamento do cancer, até agora nao existem relatos que demonstrem
qualquer anticorpo monoclonal capaz de bloquear a proliferagao celular
tumoral dependente de PG ou mesmo a ligacdo a PG. Tais anticorpos,
apresentados aqui pela primeira vez, provaram ser dificeis de
desenvolver. Como um primeiro desafio, os requerentes descobriram
gue a progastrina humana recombinante, que pode ser usada para gerar
anticorpos policlonais anti-hPG, falhou em induzir uma resposta
imunogénica monoclonal em camundongos de teste. Portanto, foi
necessario projetar imunégenos que usem apenas fragmentos do
peptideo de PG para gerar os anticorpos especificos para a progastrina
e nenhum outro produto de gene de gastrina. Mesmo quando clones de
hibridoma forneceram anticorpos que se ligaram ao peptideo antigénico,

foi descoberto que a ligacao ao peptideo néo era preditiva da habilidade
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de se ligar a PG, especificamente ou de modo algum. Como mostrado
em mais detalhes nos Exemplos abaixo, varios hibridomas forneceram
anticorpos que se ligaram ao peptideo antigénico de PG usado como
imundgeno, mas falharam em se ligar a PG. A presente descricdo
fornece anticorpos monoclonais anti-hPG que se ligam ndo apenas ao
peptideo antigénico contra o qual eles surgiram, mas que também se
ligam especificamente a hPG. Quase surpreendentemente, os
anticorpos monoclonais altamente especificos para hPG em relacédo aos
seus produtos de processamento (por exemplo, G34, G34-Gly, G17,
G17-Gly, CTFP) foram obtidos com antigenos que em alguns casos néo
sdo unicos para hPG, mas que incluem regides da sequéncia de
aminoacidos comuns a um ou mais produtos de processamento de
progastrina. Além disso, também foi surpreendentemente descoberto
que apesar do tamanho relativamente pequeno de hPG (80
aminoacidos) nem todos os anticorpos monoclonais anti-hPG, mate
aqueles que exibem um alto grau de afinidade e especificidade por hPG,
neutralizam sua atividade biolégica.

Anticorpos monoclonais anti-hPG

[048] Os requerentes descobriram antigenos peptidicos uteis para
originar anticorpos monoclonais anti-hPG. Peptideos uteis para originar
anticorpos monoclonais anti-hPG da presente descricdo compreendem
sequéncias especificas para a progastrina ndo encontradas nas formas
mais processadas do polipeptideo, tais como gastrinas prolongadas
com glicina ou amidadas ou CTFP, mas também podem compreender
sequéncias que sao encontradas nas formas processadas de hPG. Em
algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-hPG sao
originados contra um antigeno peptidico que possui uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a uma regiao N-terminal de hPG e sédo
designados anticorpos monoclonais anti-hPG N-terminais. Uma regido

antigénica especifica exemplificadora que pode ser usada para construir
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um imunogeno util para a obteng¢ao de anticorpos monoclonais anti-hPG
N-terminais corresponde aos residuos 1 a 14 de hPG
(SWKPRSQQPDAPLG (SEQ ID NO: 25)) acoplada a uma sequéncia
ligante. Em outras modalidades, os anticorpos monoclonais anti-hPG
sao originados contra um antigeno peptidico que possui uma sequéncia
de aminoacidos que corresponde a uma regido C-terminal de hPG e sdo
designados anticorpos monoclonais anti-hPG C-terminais. Uma regiao
antigénica especifica exemplificadora que pode ser usada para construir
um imunogeno util para a obtengao de anticorpos monoclonais anti-hPG
C-terminais corresponde aos residuos 55 a 80 de hPG (SEQ ID NO: 27)
acoplada a uma sequéncia ligante. Veja a Tabela 1.

[049] Anticorpos monoclonais anti-PG da presente descricdo se
ligam a PG e sao uteis para detectar e isolar PG de misturas complexas.
Adicionalmente, os anticorpos monoclonais anti-PG da descrigdo séo
adequados unicamente para aplicagdes terapéuticas e/ou diagnodsticas
para o cancer colorretal. Em varias modalidades, os anticorpos
monoclonais anti-hPG (1) se ligam especificamente a PG versus outros
produtos de gene de gastrina, (2) possuem alta afinidade a hPG, (3)
inibem a proliferacdo de célula de cancer colorretal in vitro e in vivo, (4)
reduzem o tamanho e o numero de tumores in vivo, (5) detectam PG em
misturas complexas que contém outros peptideos derivados do gene de
gastrina.

[050] O gene de gastrina € expresso e amplamente processado,
para fornecer varios produtos de proteina que possuem papéis na
homeostase normal. A progastrina, por outro lado, ndo é tipicamente
detectavel na circulagdo de individuos saudaveis. Os anticorpos
monoclonais da presente descricdo sao pretendidos para atingir a
progastrina, mas nao outros peptideos derivados do gene de gastrina.
Consequentemente, os anticorpos monoclonais anti-hPG que se ligam

especificamente a progastrina, de humanos e outros animais, mas nao
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outros produtos do gene de gastrina, tais como, mas nio limitados a
gastrinas prolongadas com glicina ou amidadas ou Peptideo Flanque-
ador C-terminal (CTFP).

[051] A especificidade dos anticorpos monoclonais anti-hPG pode
ser determinada usando um ELISA como a seguir. Placas de 96 pocos
sao incubadas por uma noite a 4°C com as concentragcdes apropriadas
de polipeptideo de teste (por exemplo, 25 e 50 ng de PG recombinante
humana e 50 e 250 ng de CTFP ou de outros produtos de gene
derivados de gastrina) em Salina Tamponada com Fosfato (PBS),
depois do que o0s pogos sao lavados trés vezes com uma solucdo de
lavagem (PBS e Tween-20 0,1%) e depois incubados por 2 horas a 22°C
com 100 uL de solucédo de bloqueio (PBS, Tween-20 0,1%, Albumina
Sérica Bovina 0,1% ou hidrolisado de caseina) por poco. Depois do
bloqueio, os pogos sao lavados trés vezes e o0 anticorpo a ser ensaiado
(anticorpo de teste) € adicionado. 100 pyL do anticorpo de teste (a 0,3 a
1 ng/mL) em PBS e Tween-20 0,1% s&o adicionados a cada pogo. As
placas s&o incubadas por 2 horas a 22°C, depois do que a solucéo de
anticorpo de teste € descartada e substituida, depois uma etapa de
lavagem (3 X 100 pL de solugdo de lavagem como observado acima)
com a solugao de bloqueio contendo um anticorpo secundario, uma
anticorpo IgG (Fc) de cabra anti-camundongo acoplado com peroxidase
de rabano silvestre. Depois de 1 hora de incubagdo com o anticorpo
secundario, 100 pL de solucdo de substrato (por exemplo Fast OPD ou
di-hidrocloreto de O-fenilenodiamina, disponibilizado por Sigma-Aldrich
Co., preparado de acordo com as orientagcdes do fabricante) s&o
adicionados a cada poco e incubados no escuro por 20 minutos a 22°C.
A reacao € paralisada pela adicdo de 50 pL de acido sulfurico 4N e a
quantidade de substrato catalisado determinada pela medida da
densidade optica (O.D.) a 492 nm, A conversdo do substrato é

proporcional a quantidade de anticorpo primario (teste) ligado ao
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antigeno. Os experimentos foram corridos em duplicata e as medidas
de OD plotadas como uma fungédo da concentragdo de antigeno. Os
anticorpos de teste sdo classificados como especificos para PG se a
O.D. medida estiver entre 0,2 e 1,5 para hPG e nao houver sinal acima
do fundo estatisticamente significativo com CTFP ou qualquer outro
peptideo derivado do gene de gastrina, onde o fundo é sinal médio dos
pocos de controle que contém apenas PBS.

[052] Varios anticorpos monoclonais anti-hPG da presente
descricao foram encontrados ser altamente especificos. Em algumas
modalidades, os anticorpos monoclonais anti-hPG exibem uma
especificidade 100 vezes maior pela progastrina quando comparada
com outros produtos de gene de gastrina. Em tais modalidades, sao
necessarias 100 vezes mais antigeno (por exemplo, gastrina
prolongada com glicina ou amidada) para fornecer a mesma ligacéo
como € observada quando o antigeno é a progastrina.

[053] Outros métodos para determinar a ligac&o incluem, mas nao
sdo limitados a um método imunofluorescente, um ensaio
imunosorvente ligado a enzima (ELISA), um imunoensaio marcado com
material radioativo (RIA), um ELISA sanduiche (Monoclonal Antibody
Experiment Manual (publicado por Kodansha Scientific, 1987), Second
Series Biochemical Experiment Course, Vol. 5, Immunobiochemistry
Research Method, publicado por Tokyo Kagaku Dojin (1986)).

[054] Anticorpos monoclonais anti-hPG com alta afinidade por PG
sdo desejaveis para usos terapéuticos e diagnosticos. Para certos usos,
tais como usos terapéuticos, uma afinidade de pelo menos cerca de 100
nM é desejavel, embora anticorpos que possuam afinidades maiores,
por exemplo, afinidades de pelo menos cerca de 90 nM, 80 nM, 70 nM,
60 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 7 nM, 6 nM,
5nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM, 10 pM, 1 pM ou até

maior, podem ser desejaveis. Em algumas modalidades, os anticorpos
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monoclonais se ligam especificamente a hPG com uma afinidade na
faixa entre cerca de 1 pM a cerca de 100 nM, ou uma afinidade que varia
entre qualquer um dos valores anteriores.

[055] A afinidade de anticorpos monoclonais anti-hnPG por hPG
pode ser determinada usando técnicas bem conhecidas ou aqui
descritas, tais como, por exemplo, mas sem limitacdo, ELISA,
calorimetria de titulacédo isotérmica (ITC), BlAcore, Proteon ou ensaio
de polarizacao fluorescente.

[056] Usando antigenos das regides N ou C-terminais de hPG, os
anticorpos que reconhecem diferentes epitopos de hPG podem ser
gerados. O epitopo reconhecido por um anticorpo monoclonal
dependera do antigeno particular usado para originar o anticorpo e pode
ser mapeado usando técnicas conhecidas pelo perito na técnica, tal
como o rastreamento de alanina e a analise SPOT (veja Exemplos na
secdo abaixo). Por exemplo, 0 mapeamento de epitopo revela que MAb
2 e MAb 4 anti-hPG se ligam ao mesmo epitopo; MAb 1 e MAb 3 anti-
hPG se ligam aproximadamente ao mesmo epitopo; MAb 17, MAb 18,
MAb 19 e MAb 20 anti-hPG se ligam aproximadamente ao mesmo
epitopo; MAb 15 e MAb 16 anti-hPG se ligam aproximadamente ao
mesmo epitopo; MAb 5, MAb 6, MAb 7, MAb 9 e MAb 12 anti-hPG se
ligam ao mesmo epitopo e se ligam aproximadamente ao mesmo
epitopo como MAb 10 anti-hPG; e MAb 11 e MAb 14 anti-hPG se ligam
aproximadamente ao mesmo epitopo.

[057] Se um anticorpo monoclonal anti-hPG reconhece ou ndo um
epitopo particular, pode ser determinado usando um ensaio de
competicdo como aqui descrito, no qual o epitopo ligado pelo anticorpo
de referéncia € conhecido. Em algumas modalidades, o anticorpo
monoclonal anti-hPG compete com um anticorpo de referéncia que se
liga a um epitopo que possui uma sequéncia de aminoacidos que

corresponde a uma regido N-terminal de hPG. Em modalidades
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especificas, os anticorpos monoclonais anti-hPG competem com o
anticorpo de referéncia que se liga a um epitopo que inclui os residuos
10 a 14 de hPG (SEQ ID NO: 28), residuos 9 a 14 de hPG (SEQ ID NO:
29), residuos 4 a 10 de hPG (SEQ ID NO: 30), residuos 2 a 10 de hPG
(SEQ ID NO: 31), ou residuos 2 a 14 de hPG (SEQ ID NO: 32). Em
algumas modalidades, o anticorpo monoclonal anti-hPG compete com
um anticorpo de referéncia que se liga a um epitopo que possui uma
sequéncia de aminoacidos que corresponde a uma regido C-terminal de
hPG. Em modalidades especificas, os anticorpos monoclonais anti-nPG
competem com o anticorpo de referéncia que se liga a um epitopo que
inclui os residuos 71 a 74 de hPG (SEQ ID NO: 33), residuos 69 a 73
de hPG (SEQ ID NO: 34), residuos 76 a 80 de hPG (SEQ ID NO: 35),
ou residuos 67 a 74 de hPG (SEQ ID NO: 36).

[058] Os anticorpos monoclonais anti-hPG podem ser neutral-
zantes. Embora n&o pretendendo estar ligado a qualquer teoria de
operacao, atraveés da ligacdo de PG, anticorpos monoclonais anti-hPG
neutralizantes sdo considerados bloquear ou inibir sua habilidade de
interagir com seus parceiros de sinalizag&o. Isso, por sua vez, inibe a
via de transdugéo do sinal em células de tumor de cancer colorretal que
de outra maneira poderiam levar a proliferacdo, diferenciacédo celular
reduzida e morte celular. Em algumas modalidades, os anticorpos
monoclonais anti-hPG neutralizantes se ligam a uma regido N-terminal
de hPG. Em modalidades especificas, os anticorpos monoclonais anti-
hPG neutralizantes competem pela ligacdo de PG com MAb 5, MAb 6,
MAb 7, MAb8, MAb9, MAb10, MAb11, MAb12, MAb13, MAb21, MAb 22,
ou MAb23 anti-hPG.

[059] Um teste especifico para saber se um anticorpo monoclonal
anti-hPG é neutralizante pode ser realizado como a seguir. Células
LS174T de CRC sao semeadas em uma placa de 6 pogos, como

descrito no Exemplo 7 abaixo, em aproximadamente 50.000 células por
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poco. As células s&o tratadas em intervalos de 12 horas por 48 horas
com o anticorpo monoclonal anti-PG de teste ou com um anticorpo
monoclonal de controle como observado no Exemplo 7, em
concentracdes de anticorpo de cerca de 5 pg/mL. Um anticorpo de teste
€ definido como neutralizante no ensaio se o numero de células de
cancer de CRC tratadas com o anticorpo de teste mostra uma reducao
estatisticamente diferente de pelo menos 10% no numero de células
sobreviventes comparado com o numero de células tratadas com um
anticorpo de controle ndo especifico, usando o teste bicaudal de Mann-
Whitney (com diferengas consideradas como significativas quando
p<0,05). O numero total de células é corrigido para o numero de células
no inicio do periodo de tratamento, referido como TO.

[060] Como usado aqui, um anticorpo (Ab) refere-se a uma
molécula de imunoglobulina que se liga especificamente ou é
imunologicamente reativa com um antigeno em particular e inclui
anticorpos policlonais, monoclonais, geneticamente manipulados e
formas modificadas de outra maneira de anticorpos, incluindo, mas nao
limitadas a anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados e
fragmentos de ligagao ao antigeno de anticorpos incluindo, por exemplo,
fragmentos Fab', F(ab')2, Fab, Fv, rlgG e scFv. Em varias modalidades,
os anticorpos monoclonais anti-hPG compreendem toda ou uma porgao
de uma regido constante de um anticorpo. Em algumas modalidades, a
regido constante é um isotipo selecionado entre: IgA (e.g., IgA1 ou
IgA2), IgD, IgE, IgG (por exemplo, 1gG1, 1gG2, 1IgG3 ou 1gG4), e IgM.
[061] A expressao "anticorpo monoclonal" como usada aqui nao
esta limitada a anticorpos produzidos através da tecnologia do
hibridoma. Um anticorpo monoclonal & derivado de um clone unico,
incluindo qualquer clone eucariético, procariético ou de fago, por
qualquer meio disponivel ou conhecido na técnica. Anticorpos

monoclonais uUteis com a presente descricdo podem ser preparados
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usando uma grande variedade de técnicas conhecidas incluindo o uso
de hibridoma, tecnologias recombinante e de apresentacdo em fago ou
uma combinacdo dessas. Em varios usos da presente descricio,
incluindo o uso in vivo dos anticorpos monoclonais anti-hPG em
humanos e ensaios de deteccdo in vitro, anticorpos quimeéricos,
primatizados, humanizados ou humanos podem ser adequadamente
usados.

[062] A expressao "scFv" refere-se a um anticorpo Fv de cadeia
simples no qual os dominios variaveis da cadeia pesada e da cadeia leve
de um anticorpo tradicional tenham sido unidos para formar uma cadeia.
[063] As referéncias a "V4" referem-se a regido variavel de uma
cadeia pesada de imunoglobulina de um anticorpo, incluindo a cadeia
pesada de um Fv, scFv ou Fab. As referéncias a "V." referem-se a
regido variavel de uma cadeia leve de imunoglobulina de um anticorpo,
incluindo a cadeia leve de um Fv, scFv, dsFv ou Fab. Os anticorpos
(Abs) e a imunoglobulinas (lgs) sdo glicoproteinas que possuem as
mesmas caracteristicas estruturais. Enquanto os anticorpos exibem
especificidade de ligacdo para um alvo especifico, as imunoglobulinas
incluem anticorpos e outras moléculas semelhantes a anticorpo que
carecem de especificidade pelo alvo. Anticorpos nativos e imunoglo-
bulinas sado geralmente glicoproteinas heterotetraméricas com cerca de
150.000 daltons, compostos de duas cadeias leve (L) idénticas e duas
cadeias pesadas (H) idénticas. Cada cadeia pesada tem em uma
extremidade um dominio variavel (Vu) seguido por varios dominios
constantes. Cada cadeia leve tem um dominio variavel em uma
extremidade (VL) e um dominio constante na sua outra extremidade.
[064] Anticorpos monoclonais anti-hPG da descrigdo compreendem
regides determinantes de complementaridade (CDRs). As CDRs também
sdo conhecidas como regides hipervariaveis em ambos os dominios

variaveis da cadeia leve e da cadeia pesada. As por¢cdes mais altamente
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conservadas dos dominios variaveis sdo chamadas de regides estruturais
(FR). Como € conhecido na técnica, a posi¢gao do aminoacido/limite que
delineia uma regido hipervariavel de um anticorpo pode variar,
dependendo do contexto e das varias definigbes conhecidas na técnica.
Algumas posi¢des dentro de um dominio variavel podem ser vistas como
posi¢cdes hipervariaveis hibridas em que estas posi¢cdes podem ser
consideradas estar dentro de uma regiao hipervariavel sob um conjunto de
critérios enquanto possam ser consideradas fora de uma regido
hipervariavel sob um conjunto diferente de critérios. A descrigdo fornece
anticorpos que compreendem modificacbes nessas posi¢des hipervari-
aveis hibridas. Os dominios variaveis das cadeias pesada e leve nativa
compreendem cada uma quatro regides FR, adotando amplamente uma
configuracao de fita B, conectadas por trés CDRs que formam algas de
conexao e, em alguns casos, fazem parte da estrutura de fita 3, As CDRs
em cada cadeia sdo mantidas juntas em intima proximidade pelas regides
FR e, com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a formagao do sitio
de ligacao alvo de anticorpos (Veja Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institute of Health, Bethesda, Md. 1987).
[065] Varios anticorpos monoclonais anti-hPG que possuem alta
especificidade e afinidade por hPG e boa atividade anti-tumor tém sido
identificados e suas CDRs e cadeias variavel pesada e leve tém sido
sequenciadas. Dominios variaveis de cadeia pesada e leve de murino
séo referidos aqui como mVy e mV. seguido pelo numero do anticorpo
monoclonal correspondente, por exemplo, mVu.3 € mV.3 para o MAb3
anti-nPG. Anticorpos monoclonais anti-hPG possuem trés CDRs de
cadeia leve variavel e trés CDRs de cadeia pesada variavel, referidas
como CDR1, 2, ou 3 de V4 e CDR1, 2, ou 3 de V., respectivamente,
seguidas pelo numero do anticorpo monoclonal anti-hPG exemplifi-
cador. Por exemplo, CDR1 de V. de MAb 3 é denominada CDR1.3 de
ViLe CDR1 de V4 de MADb 3 € denominada CDR1.3 de Vx. Similarmente,
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os dominios variaveis de cadeia pesada e leve humanas sao referidos
aqui como hVy e hVL seguidos pelo numero do anticorpo monoclonal
correspondente.

[066] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
hPG gerados contra uma porcado N-terminal de hPG tem trés CDRs de
cadeia variavel leve e trés CDRs de cadeia variavel pesada, em que a
CDR1 de V. é selecionada entre QSIVHSNGNTY ("VL. CDR 1.3"; SEQ
ID NO: 4), QSLVHSSGVTY ("VL. CDR 1.4"; SEQ ID NO: 10),
QSLLDSDGKTY ("VL CDR 1.16"; SEQ ID NO: 50), e SQHRTYT ("VL
CDR 1.19"; SEQ ID NO: 51); a CDR2 de V. é selecionada entre KVS
("VL CDR 2.3" e ("VL CDR 2.4"; SEQ ID NO: 5), LVS ("VL CDR 2.16";
SEQ ID NO: 53), e VKKDGSH ("VL CDR 2.19"; SEQ ID NO: 54); a
CDR3 de V. é selecionada entre FQGSHVPFT ("VL. CDR 3.3"; SEQ ID
NO: 6), SQSTHVPPT ("VL CDR 3.4"; SEQ ID NO: 11), WQGTHSPYT
("VLCDR 3.16"; SEQID NO: 57), e GVGDAIKGQSVFV ("VL CDR 3.19";
SEQ ID NO: 58); a CDR1 de Vy é selecionada entre GYIFTSYW ("VH
CDR 1.3"; SEQ ID NO: 1), GYTFSSSW ("Vu CDR 1.4"; SEQ ID NO: 7),
GYTFTSYY ("V4 CDR 1.16"; SEQ ID NO: 39), e GYSITSDYA ("Vu CDR
1.19"; SEQ ID NO: 40); a CDR2 de VH € selecionada entre FYPGNSDS
("Vu CDR 2.3"; SEQ ID NO: 2), FLPGSGST ("Vu CDR 2.4"; SEQ ID
NO: 8), INPSNGGT ("Vu CDR 2.16"; SEQ ID NO: 43), e ISFSGYT ("VH
CDR 2.19"; SEQ ID NO: 44); e a CDR3 de VH € selecionada entre
TRRDSPQY ("Vh CDR 3.3"; SEQ ID NO: 3), ATDGNYDWFAY ("VH
CDR 3.4" SEQID NO:9), TRGGYYPFDY ("Vu CDR 3.16"; SEQ ID NO:
47), e AREVNYGDSYHFDY ("Vu CDR 3.19"; SEQ ID NO: 48). Veja
Tabela 1A.

[067] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
hPG originados contra uma por¢cao C-terminal de hPG possuem trés
CDRs de cadeia variavel leve e trés CDRs de cadeia variavel pesada,
em que a CDR1 de V. é selecionada entre KSLRHTKGITF ("V. CDR
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1.8"; SEQ ID NO: 49) e QSLLDSDGKTY ("VL CDR 1.13"; SEQ ID NO:
50); a CDR2 de V. é selecionada entre QMS ("V. CDR 2.8"; SEQ ID NO:
52) e LVS ("VLCDR 2.13"; SEQ ID NO: 53); a CDR3 de V. é selecionada
entre AQNLELPLT ("VL. CDR 3.8"; SEQ ID NO: 55) e WQGTHFPQT ("VL
CDR 3.13"; SEQ ID NO: 56); a CDR1 de Vu € selecionada entre
GFTFTTYA ("Vu CDR 1.8"; SEQ ID NO: 37) e GFIFSSYG ("Vu CDR
1.13"; SEQ ID NO: 38); a CDR2 de VH € selecionada entre ISSGGTYT
("Vu CDR 2.8"; SEQ ID NO: 41) e INTFGDRT ("Vu CDR 2.13"; SEQ ID
NO: 42); e a CDR3 de VH € selecionada entre ATQGNYSLDF ("Vu CDR
3.8"; SEQ ID NO: 45) e ARGTGTY ("Vu CDR 3.13"; SEQ ID NO: 46).
Veja Tabela 1B.
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Tabela 1A
Anticorpos Monoclonais anti-hPG N-terminais
Hibridoma Sequéncias de Vi e Vi de|Sequéncias de Vu e VL

Imundégeno |(Deposito #) MAb Sequéncias de CDR de Murino Murino Humanizadas (projetadas)

N1 43B9G11 MADb1

N1 WE5H2G7 MAb2

N2 6B5B11C10 MAb3  |VyCDR 1.3 GYIFTSYW (SEQIDNO:1)  [mV43  (SEQIDNO.12) |hVH3 (SEQID NO: 21)
Vi CDR 2.3 FYPGNSDS (SEQID NO: 2)
Vi CDR 3.3 TRRDSPQY (SEQID NO: 3)
VL. CDR 1.3 QSIVHSNGNTY (SEQIDNO:4) |mVL3  (SEQIDNO:13) |hVL3 (SEQID NO: 22)
V. CDR 2.3 KVS (SEQID NO: 5)
VL. CDR3.3 FQGSHVPFT (SEQID NO: 6)

N2 20D2C3G2 MAb4  |V4CDR 1.4 GYTFSSSW (SEQIDNO:7)  [mVu4  (SEQIDNO:14) |hVi4 (SEQID NO: 23)
Vi CDR 2.4 FLPGSGST (SEQID NO: 8)
Vi CDR 3.4 ATDGNYDWFAY (SEQID NO: 9)
V.CDR 1.4 QSLVHSSGVTY (SEQIDNO:10) |[mVi.4  (SEQIDNO:15) |hV. 4 (SEQ D NO: 24)
V. CDR 24 KVS (SEQID NO: 5)
V. CDR 34 SQSTHVPPT (SEQID NO: 11)

N2 1E9A4A4 MAb15

(-4376)

N2 1E9DIB6 MAb16  |VyCDR 1.16 GYTFTSYY (SEQIDNO:39) [mVy16 (SEQIDNO:61) |hVi16a (SEQID NO: 84)
Vi CDR 2.16 INPSNGGT (SEQ ID NO: 43) hVy 16b  (SEQ ID NO: 86)
Vi CDR 3.16 TRGGYYPFDY (SEQID NO: 47) hVy 16¢c  (SEQ ID NO: 88)
V. CDR 1.16 QSLLDSDGKTY (SEQIDNO:50) [mVi.16  (SEQIDNO:65) |hV.16a (SEQID NO: 85)
V. CDR 2.16 LVS (SEQ ID NO: 53) hvL16b  (SEQID NO: 87)
V. CDR 3.16 WQGTHSPYT (SEQID NO: 57) hvL 16c  (SEQIDNO: 89)

N2 1C8D10F5 MAb17

N2 1A7C3F11 MAb18

N2 1B3B4F11 MAb19 |V CDR1.19 GYSITSDYA (SEQIDNO:40) [mV419 (SEQIDNO:62) |hVi19a (SEQID NO:90)
Vi CDR 2.19 ISFSGYT (SEQ D NO: 44) hV419b  (SEQID NO: 92)
V1 CDR 3.19 AREVNYGDSYHFDY  (SEQID NO: 48) hV419c  (SEQID NO: 94)
V. CDR 1.19 SQHRTYT (SEQIDNO:51) [mViL19  (SEQIDNO:66) |hV.19a (SEQID NO:91)
V. CDR 2.19 VKKDGSH (SEQ D NO: 54) hvi 19  (SEQID NO: 93)
V. CDR 3.19 GVGDAIKGQSVFV (SEQ ID NO: 58) hVL 19c  (SEQID NO: 95)

N2 1C11F5E8 MAb20

Imundégeno N1 = SWKPRSQQPDAPLG Ahx Cys BSA, também representado como (SEQ ID NO: 25) Ahx Cys BSA

Imundégeno N2 = SWKPRSQQPDAPLG Ahx Cys KLH, também representado como (SEQ ID NO: 25) Ahx Cys KLH
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[068] Na Tabela 1A, todas as sequéncias de aminoacidos séo
representadas usando a orientagcdo convencional N—C. Para cada
imundgeno, o peptideo de progastrina foi sintetizado com um ligante de
um residuo de acido aminohexanoico (Ahx) seguidos por uma cisteina,
que foi conjugada ou com um veiculo de albumina sérica bovina ("BSA")

ou hemocianina de keyhole limpet ("KLH").
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Tabela 1B

Anticorpos Monoclonais anti-hPG C-terminais

Hibridoma
Imunégeno |(Deposito #) [MAb |Sequéncias de CDR de Murino Sequéncias de Vy e V. de Murino |Sequéncias de Vi e V. Humanizadas (projetadas)
C1 1B4A11D11 |MAbS
(-4371)
C1 1B6A11F2  |MAb6
(-4372)
C1 1B11E4B11 |MAb7
(-4373)
C1 1C10D3B9 |MAb8 |V4CDR1.8 GFTFTTYA (SEQID NO: 37) |[mVy.8 (SEQID NO: 59) hV4 8a (SEQID NO: 75)
ViCDR28 ISSGGTYT (SEQID NO: 41) hVi 8b (SEQID NO: 77)
Vi CDR 3.8 ATQGNYSLDF (SEQID NO: 45) hV4 8¢ (SEQID NO: 79)
V.CDR1.8 KSLRHTKGITF (SEQID NO:49)|mV..8 (SEQID NO: 63) hV. 8a (SEQ D NO: 76)
V.CDR28 QMS (SEQID NO: 52) hV. 8b (SEQID NO: 78)
VL. CDR3.8 AQNLELPLT (SEQ ID NO: 55) hV. 8¢ (SEQID NO: 76)
C1 1D8F5B3  |MAb9
C1 1E1C7B4  |MAb10
C1 2B4C8C8  |MAb11
(-4374)
C1 2B11E6G4  |MAb12
(-4375)
C1 2C6C3C7  |MAb13 |VyCDR 1.13 GFIFSSYG (SEQID NO: 38) [mVy.13  (SEQ ID NO: 60) hVh.13a (SEQ D NO: 80)
ViiCDR 2.13 INTFGDRT (SEQID NO: 42) hVj.13b (SEQID NO: 82)
Vi CDR 3.13 ARGTGTY (SEQ D NO: 46)
V. CDR 1.13 QSLLDSDGKTY (SEQID NO:50)|mVi.13  (SEQID NO: 64) hVL 13a (SEQID NO: 81)
V.CDR213 LVS (SEQ ID NO: 53) hV 13b (SEQID NO: 83)
VL. CDR3.13 WQGTHFPQT  (SEQID NO: 56)
C1 2HIF4B7  |MAb14
C2 1F11F5E10 |MAb21
C2 1F11F5G9  |MAb22
C2 1A11F2C9  |MAb23

Imundgeno C1 = KLH Cys Ahx Ahx QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN, também representado como KLH Cys Ahx Ahx (SEQ ID NO: 27)
Imunégeno C2 = DT Cys Ahx Ahx QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN, também representado como DT Cys Ahx Ahx (SEQ ID NO: 27)
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[069] Na Tabela 1B, todas as sequéncias de aminoacidos sao
representadas usando a orientagcdo convencional N—C. Para cada
imundgeno, o peptideo de progastrina foi sintetizado com um ligante de
dois residuos de acido aminohexandico (Ahx) seguido por uma cisteina,
que foi conjugada ou com um veiculo de hemocianina de keyhole limpet
("KLH") ou de toxina diftérica ("DT").

[070] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vi do
anticorpo monoclonal anti-hPG s&o VHCDR1.3, VHCDR2.3 e VHCDR3.3.
Em uma modalidade especifica, a cadeia Vn1 do anticorpo monoclonal
anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mVu.3
(SEQ ID NO: 12). Veja a FIG. 2A.

[071] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia V. do
anticorpo monoclonal anti-hPG sédo V.CDR1.3, V.CDR2.3 e V.CDR3.3.
Em uma modalidade especifica, a cadeia VL. do anticorpo monoclonal
anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mV,.3
(SEQ ID NO: 13). Veja a FIG. 2B.

[072] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vx do anticor-
po monoclonal anti-hPG sdo VHCDR1.4, VHCDR2.4 e VHCDR3.4. Em
uma modalidade especifica, a cadeia Vn do anticorpo monoclonal anti-
hPG tem uma sequéncia que corresponde a mVu.4 (SEQ ID NO: 14).
Veja a FIG. 2C.

[073] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia V. do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo V.CDR1.4, V.CDR2.4 e V.CDR3.4
Em uma modalidade especifica, a cadeia VL do anticorpo monoclonal
anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mV,_.4
(SEQ ID NO: 15). Veja a FIG. 2D.

[074] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vi do
anticorpo monoclonal anti-hPG s&o VHCDR1.8, VHCDR2.8 e VHCDR3.8.
Em uma modalidade especifica, a cadeia V1 do anticorpo monoclonal

anti-hPG tem uma sequéncia que corresponde a mVu.8 (SEQ ID NO:
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59). Veja a FIG. 2E.

[075] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia V. do
anticorpo monoclonal anti-hPG sao V. CDR1.8, V. CDR2.8 e V. CDR3.8.
Em uma modalidade especifica, a cadeia V. do anticorpo monoclonal
anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mV,
.8 (SEQ ID NO: 63). Veja a FIG. 2F.

[076] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vi do
anticorpo  monoclonal anti-hPG sao VWCDR1.13, VHCDR2.13 e
VHCDR3.13. Em uma modalidade especifica, a cadeia Vn do anticorpo
monoclonal anti-hPG tem uma sequéncia que corresponde a mVu.13
(SEQ ID NO: 60). Veja a FIG. 2G.

[077] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia V. do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo V. CDR1.13, V. CDR2.13 e V.
CDR3.13. Em uma modalidade especifica, a cadeia VL do anticorpo
monoclonal anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a mV..13 (SEQ ID NO: 64). Veja a FIG. 2H.

[078] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vi do
anticorpo  monoclonal anti-hPG sao VWCDR1.16, VHCDR2.16 e
VHCDR3.16. Em uma modalidade especifica, a cadeia Vn do anticorpo
monoclonal anti-hPG tem uma sequéncia que corresponde a mVH.16
(SEQ ID NO: 61). Veja a FIG. 2I.

[079] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia V. do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo V. CDR1.16, V. CDR2.16 e V.
CDR3.16. Em uma modalidade especifica, a cadeia VL do anticorpo
monoclonal anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a mV..16 (SEQ ID NO: 65). Veja a FIG. 2J.

[080] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo  monoclonal anti-hPG sao VWCDR1.19, VHCDR2.19 e
VHCDR3.19. Em uma modalidade especifica, a cadeia Vn do anticorpo

monoclonal anti-hPG tem uma sequéncia que corresponde a mVu.19
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(SEQ ID NO: 62). Veja a FIG. 2K.

[081] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia V. do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo V. CDR1.19, V. CDR2.19 e V.
CDR3.19. Em uma modalidade especifica, a cadeia V. do anticorpo
monoclonal anti-hPG tem uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a mV..19 (SEQ ID NO: 66). Veja a FIG. 2L.

[082] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo  monoclonal anti-hPG s&o VWCDR1.3, VHWCDR2.3 e
VHCDR3.3 e as CDRs da cadeia V. sdao V.CDR1.3, V.CDR2.3 e
VLCDR3.3. Em uma modalidade especifica, a cadeia Vu do anticorpo
monoclonal anti-PG tem uma sequéncia que corresponde a mVy.3
(SEQ ID NO: 12) e a cadeia V. tem uma sequéncia que corresponde a
mV..3 (SEQ ID NO: 13).

[083] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo  monoclonal anti-hPG sdo VHCDR1.4, VHCDR24 e
VHCDR3.4 e as CDRs da cadeia V. sdao V.CDR1.4, V.CDR24 e
VLCDR3.4. Em uma modalidade especifica, a cadeia Vx do anticorpo
monoclonal anti-PG tem uma sequéncia que corresponde a mVu.4
(SEQ ID NO: 14) e a cadeia V. tem uma sequéncia que corresponde a
mV..4 (SEQ ID NO: 15).

[084] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo VHCDR1.8, VHCDR2.8 e VHCDR3.8
e as CDRs da cadeia V. sédo V.CDR1.8, V.CDR2.8 e V.CDR3.8. Em
uma modalidade especifica, o anticorpo monoclonal anti-PG € um MAb
8 anti-hPG aqui descrito e compreende uma sequéncia aminoacidos
que corresponde a mVu.8 (SEQ ID NO: 59) e uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a mV_..8 (SEQ ID NO: 63).

[085] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo  monoclonal anti-hPG sdo VHCDR1.13, VHCDR2.13 e
VHCDR3.13 e as CDRs da cadeia V. sdo V.CDR1.13, V.CDR2.13 e
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VLCDR3.13. Em uma modalidade especifica, o anticorpo monoclonal
anti-PG é um MAb 13 anti-hPG aqui descrito e compreende uma
sequéncia aminoacidos que corresponde a mVu.13 (SEQ ID NO: 60) e
uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mV..13 (SEQ ID
NO: 64).

[086] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo VHCDR1.16, VHCDR2.16 e
VHCDR3.16 e as CDRs da cadeia V. sdo V.CDR1.16, V.CDR2.16 e
VLCDR3.16. Em uma modalidade especifica, o anticorpo monoclonal
anti-PG é um MAb 16 anti-hPG aqui descrito e compreende uma
sequéncia aminoacidos que corresponde a mVu.16 (SEQ ID NO: 61) e
uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mV..16 (SEQ ID
NO: 65).

[087] Em algumas modalidades, as CDRs da cadeia Vu do
anticorpo monoclonal anti-hPG sdo VWCDR1.19, VHCDR2.19 e
VHCDR3.19 e as CDRs da cadeia V. sdo V.CDR1.19, V.CDR2.19 e
VLCDR3.19. Em uma modalidade especifica, o anticorpo monoclonal
anti-PG é um MAb 19 anti-hPG aqui descrito e compreende uma
sequéncia aminoacidos que corresponde a mVu.19 (SEQ ID NO: 62) e
uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a mV..19 (SEQ ID
NO: 66).

[088] Anticorpos monoclonais anti-hPG da descricdo incluem
moléculas intactas e fragmentos de anticorpo (tais como, por exemplo,
fragmentos Fab e F(ab’)2) que sdo capazes de se ligar especificamente
a hPG. Os fragmentos Fab e F(ab’), carecem do fragmento Fc do
anticorpo intacto, sdo depurados mais rapidamente da circulacdo do
animal ou planta e podem ter menos ligacao especifica para o tecido do
que o anticorpo intacto (Wahl et al., 1983, J. Nucl. Med. 24:316). Os
fragmentos de anticorpo sdo, portanto, uteis nas aplicagdes

terapéuticas entre outras aplicacdes.
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[089] A expressao "fragmento de anticorpo" refere-se a uma porgao
de um anticorpo de extensdo completa, geralmente a regido de ligacao
ao alvo ou variavel. Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem
fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 e Fv. Um fragmento "Fv" é um fragmento
minimo de anticorpo que contém o sitio de reconhecimento e de ligagao
ao alvo completo. Essa regido consiste em um dimero de um dominio
variavel de cadeia pesada e um de cadeia leve em uma estreita
associacdo, ndo covalente (dimero de Vu e VL). E nessa configuracéo
que as trés CDRs de cada dominio variavel interagem para definir um
sitio de ligacdo ao alvo sobre a superficie do dimero de Vx e V..
Frequentemente, as seis CDRs conferem especificidade de ligacéo ao
alvo do anticorpo. Entretanto, em alguns exemplos, até um dominio
variavel unico (ou metade de um Fv que compreenda apenas trés CDRs
especificas para o alvo) pode ter a habilidade de reconhecer e se ligar ao
alvo, embora com uma afinidade menor do que a do sitio de ligacao
inteiro. Fragmentos de anticorpo "Fv de cadeia simples" ou "scFv"
compreendem os dominios Vy e V. do anticorpo, em que esses dominios
estdo presentes em uma unica cadeia de polipeptideo. Geralmente, o
polipeptideo de Fv compreende adicionalmente um ligante polipeptidico
entre os dominios Vu e VL 0 que possibilita que o scFv forme a estrutura
desejada para ligacdo ao antigeno. "Anticorpos de dominio unico" sao
compostos por dominios V1 ou Vi unicos que exibem afinidade suficiente
a hPG. Em uma modalidade especifica, o anticorpo de dominio unico &
um anticorpo camelizado (Veja, por exemplo, Riechmann, 1999, Journal
of Immunological Methods 231:25-38).

[090] O fragmento Fab contém o dominio constante da cadeia leve
e o primeiro dominio constante (CH+) da cadeia pesada. Os fragmentos
Fab’ diferem dos fragmentos Fab pela adicdo de alguns residuos na
terminacg&o carboxila do dominio CH1 da cadeia pesada, incluindo uma

ou mais cisteinas da regido da dobradica do anticorpo. Fragmentos
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F(ab’) sdo produzidos pela clivagem da ligacdo de disulfeto nas
cisteinas da dobradica do produto de digestdo pela pepsina F(ab’)..
Acoplamentos quimicos adicionais de fragmentos de anticorpo sdo
conhecidos por aqueles versados na técnica.

[091] Os anticorpos monoclonais anti-nPG da descricdo podem
ser anticorpos quimeéricos. A expressado anticorpo "quimérico" como
usada aqui refere-se a um anticorpo que possui sequéncias variaveis
derivadas de imunoglobulinas ndo humanas, tais como de anticorpo de
rato ou camundongo e regides constantes de imunoglobulinas
humanas, escolhidas tipicamente de um modelo de imunoglobulina
humana. Métodos para a produgdo de anticorpos quiméricos sao
conhecidos na técnica. Veja, por exemplo, Morrison, 1985, Science
229(4719):1202-7; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214-221; Gillies et
al., 1985, J. Immunol. Methods 125:191-202; Pat. U.S. Nos. 5.807.715;
4.816.567; e 4.816.397, que estao incorporadas aqui por referéncia em
suas totalidades.

[092] Os anticorpos monoclonais anti-nPG da descricdo podem
ser humanizados. Formas "humanizadas" de anticorpos ndo humanos
(por exemplo de murino) sdo imunoglobulinas quiméricas, cadeias ou
fragmentos de imunoglobulinas (tais como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 ou
outras subsequéncias de anticorpo que se liguem ao alvo) que contém
as sequéncias minimas derivadas de imunoglobulinas ndo humanas.
Em geral, o anticorpo humanizado compreendera substancialmente
tudo de pelo menos um e tipicamente dois dominios variaveis, nos quais
todas ou substancialmente todas as regides de CDR correspondem
aquelas de wuma imunoglobulina ndo humana e todas ou
substancialmente todas as regides FR sdo aquelas de uma sequéncia
consenso de imunoglobulina humana e podem ser referidas como "CDR
enxertada". O anticorpo humanizado também pode compreender pelo

menos uma porgcdo de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),

Peticdo 870210054436, de 17/06/2021, pag. 44/140



39/125

tipicamente aquela de uma sequéncia consenso de imunoglobulina
humana. Métodos para a humanizagao de anticorpo, incluindo métodos
de planejamento de anticorpos humanizados s&o conhecidos na
técnica. Veja, por exemplo, Lefranc et al., 2003, Dev. Comp. Immunol.
27:55-77; Lefranc et al., 2009, Nucl. Acids Res. 37: D1006-1012;
Lefranc, 2008, Mol. Biotechnol. 40: 101-111; Riechmann et al., 1988,
Nature 332:323-7; Patentes U.S. Nos: 5.530.101; 5.585.089; 5.693.761;
5.693.762; e 6.180.370 de Queen et al.; EP239400; Publicagdo PCT
WO 91/09967; Patente U.S. No. 5.225.539; EP592106; EP519596;
Padlan, 1991, Mol. Immunol., 28:489-498; Studnicka et al., 1994, Prot.
Eng. 7:805-814; Roguska et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:969-973;
e Patente U.S. No. 5.565.332, todos incorporados por referéncia em
suas totalidades.

[093] As sequéncias dos anticorpos monoclonais anti-hPG
humanizados foram projetados a partir dos anticorpos monoclonais anti-
hPG de murino da presente descricio como descrito nos Exemplos
abaixo. Modalidades especificas dos anticorpos humanizados incluem
anticorpos que compreendem: (1) quaisquer trés CDRs de VL e quaisquer
trés CDRs de VH aqui descritas; (2) uma regido variavel de cadeia pesada
gue compreenda uma sequéncia de aminoacido que corresponde a SEQ
ID NO: 21 e uma regido variavel de cadeia leve que compreende uma
sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 22; (3) uma
regido variavel de cadeia pesada que compreenda uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 23 e uma regido variavel de
cadeia leve que compreende uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a SEQ ID NO: 24; (4) uma regido variavel de cadeia pesada
que compreenda uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NO: 75, 77 e 79 e uma regido variavel de cadeia
leve que compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do

grupo que consiste em SEQ ID NO: 76 e 78; (5) uma regido variavel de
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cadeia pesada que compreenda uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO: 80 e 82 e uma regiao
variavel de cadeia leve que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO: 81 e 83; (6) uma regido
variavel de cadeia pesada que compreenda uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO: 84, 86 e
88 e uma regido variavel de cadeia leve que compreende uma sequéncia
de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NO: 85,
87 e 89; (7) uma regido variavel de cadeia pesada que compreenda uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NO: 90, 92 e 94 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende
uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em
SEQ ID NO: 91, 93 e 95.

[094] Os anticorpos monoclonais anti-nPG da descricdo podem
ser primatizados. A expressao "anticorpo primatizado" refere-se a um
anticorpo que compreende regides variaveis de macaco e regides
constantes humanas. Métodos para a produgcdo de anticorpos
primatizados sado conhecidos na técnica. Veja, por exemplo, Patentes
U.S. Nos. 5.658.570; 5.681.722 e 5.693.780, que estdo incorporadas
aqui por referéncia em sua totalidade.

[095] Incluidos dentro de anticorpos monoclonais anti-hPG est&o
os anticorpos que competem com um anticorpo de referéncia, tal como,
por exemplo, um anticorpo policlonal anti-hPG ou qualquer um dos
anticorpos monoclonais anti-nPG aqui descritos. Os anticorpos que
competem com os anticorpos monoclonais anti-hPG da descrigdo sao
uteis em uma variedade de aplicacbes diagndsticas e terapéuticas.
Modalidades especificas de anticorpos monoclonais anti-hPG de
referéncia incluem os anticorpos aqui descritos, por exemplo, mas nao
limitados a: anticorpos nos quais a cadeia VH tem uma sequéncia de

aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 12 (mVH.3) e a cadeia VL
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tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 13
(mVL.3); e anticorpos nos quais a cadeia VH tem uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 14 (mVH.4) e a cadeia VL
tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 15
(mVL.4), anticorpos nos quais a cadeia VH tem uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 59 (mVH.8) e a cadeia VL
tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 63
(mVL.8); anticorpos nos quais a cadeia VH tem uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 60 (mVH.13) e a cadeia
VL tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO:
64 (mVL.13); anticorpos nos quais a cadeia VH tem uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 61 (mVH.16) e a cadeia
VL tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO:
65 (mVL.16); anticorpos nos quais a cadeia VH tem uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO: 62 (mVH.19) e a cadeia
VL tem uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a SEQ ID NO:
66 (mVL.19) ou qualquer combinacdo de cadeias VH e VL aqui
descritas.

[096] Anticorpos de referéncia adequados também incluem os
anticorpos produzidos por um hibridoma selecionado do grupo que
consiste em 43B9G11, WE5H2G7, 6B5B11C10, 20D2C3G2,
1B4A11D11, 1B6A11F2, 1B11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4,
2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7, 2H9F4B7, 1E9A4A4, 1E9D9BG6,
1C8D10F5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1C11F5E8, 1F11F5E10,
1F11F5G9, e 1A11F2C9; anticorpos que se ligam a um epitopo que
inclui os residuos 10 a 14 de hPG (SEQ ID NO: 28), residuos 9 a 14 de
hPG (SEQ ID NO: 29), residuos 4 a 10 de hPG (SEQ ID NO: 30),
residuos 2 a 10 de hPG (SEQ ID NO: 31), ou residuos 2 a 14 de hPG
(SEQ ID NO: 32); e anticorpos que se ligam a um epitopo que inclui os
residuos 71 a 74 de hPG (SEQ ID NO: 33), residuos 69 a 73 de hPG
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(SEQ ID NO: 34), residuos 76 a 80 de hPG (SEQ ID NO: 35), ou
residuos 67 a 74 de hPG (SEQ ID NO: 36).

[097] A habilidade para competir com um anticorpo monoclonal da
presente descricdo pela ligacdo a PG, por exemplo, hPG, pode ser
testada usando um ensaio de competicdo como a seguir. Placas de 96
pocos sao revestidas com um anticorpo de captura (anticorpo policlonal
ou monoclonal que reconhegca uma regido N ou C-terminal de
progastrina que difira do epitopo reconhecido pelo anticorpo monoclonal
de referéncia), em uma concentracéo a ser escolhida dentro da faixa de
1 a 10 pug/mL, por uma noite a 4°C (0,1 a 1ug/pocgo). Depois de bloquear
com Tween-20 0,1%/BSA 0,1% em PBS (tamp&o de bloqueio) por2 h a
22°C, a progastrina recombinante humana é adicionada em uma
concentracao de 10 pM a 1 nM (10 a 1000 pg/poc¢o) e incubada por 2 h
a 22°C. Depois, um anticorpo monoclonal anti-hPG de referéncia
biotinilado ou uma mistura contendo o anticorpo monoclonal de
referéncia € adicionado junto com concentracbes crescentes de
anticorpos de teste ndo marcados e incubado por 1 h a 22°C. Depois de
lavar, a deteccao é realizada pela incubagao por 1 h a 22°C com um
substrato fluorogénico para a peroxidase de rabano silvestre, seguida
pela quantificacdo de unidades relativas de luz (RLU) em um
lumindmetro. Os ensaios sao realizados em duplicata. Anticorpos que
competem com um anticorpo monoclonal anti-hPG de referéncia da
presente descricdo inibem a ligagao do anticorpo de referéncia a hPG.
Um anticorpo que se ligue ao mesmo epitopo como os anticorpos de
controle serdo capazes de competir efetivamente pela ligacdo e,
portanto, reduzirdo significativamente (por exemplo, em pelo menos
50%) a ligacdo do anticorpo de referéncia, como evidenciado pela
reducao no marcador ligado. A reatividade dos anticorpos de referéncia
(marcados) na auséncia de um anticorpo completamente irrelevante

podera ser o controle de maior valor. O controle de menor valor podera
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ser obtido pela incubacdo de anticorpos de teste ndo marcados com
células que expressam a progastrina e depois incubar a mistura de
célula/anticorpo com anticorpos de controle marcados exatamente do
mesmo tipo, quando a competicdo ocorrera e reduzira a ligacado dos
anticorpos marcados. Em um ensaio de teste, uma redugéo significativa
na reatividade do anticorpo marcado na presenga do anticorpo de teste
€ indicativa de um anticorpo de teste que reconhece substancialmente
0 mesmo epitopo.
[098] A inibicdo da ligacao pode ser expressa como uma constante
de inibicdo ou Ki, que € calculada de acordo com a seguinte formula:
Ki = IC50/ (1 + [concentracdo de Ab de referéncia]/Kd)
[099] Onde a IC50 do anticorpo de teste € a concentracdo do
anticorpo de teste que fornece uma reducao de 50% na ligacdo do
anticorpo de referéncia e Kd € a constante de dissociagado do anticorpo
de referéncia, uma medida de sua afinidade pela progastrina. Os
anticorpos que competem com os anticorpos monoclonais anti-hPG
aqui descritos podem ter uma Ki entre 10 pM a 10 nM sob as condi¢des
de ensaio aqui descritas.
[0100] Em varias modalidades, um anticorpo monoclonal anti-hPG
ndo marcado da descricdo reduz a ligagdo de um anticorpo de
referéncia marcado em pelo menos 40%, em pelo menos 50%, em pelo
menos 60%, em pelo menos 70%, em pelo menos 80%, em pelo menos
90%, em 100% ou em um percentual que varie entre qualquer um dos
valores precedentes (por exemplo, um anticorpo monoclonal anti-hPG
da descricdo reduz a ligacdo do anticorpo de referéncia marcado em
50% a 70%), quando o anticorpo monoclonal anti-hPG é usado em uma
concentracao de 0,01 ug/mL, 0,08 ug/mL, 0,4 pg/mL, 2 ug/mL, 10
Mg/mL, 50 ug/mL, 100 ug/mL ou em uma concentracao que varie entre
qualquer um dos valores precedentes (por exemplo, em uma

concentragao que varia entre 2 yg/mL a 10 pg/mL).
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[0101] Na realizacdo de um estudo de competicdo de anticorpo entre
um anticorpo de referéncia e qualquer anticorpo de teste (independente
da espécie ou do isotipo), marca-se primeiro a referéncia com um
marcador detectavel, tal como biotina ou um marcador enzimatico (ou até
radioativo) para possibilitar a subsequente identificacdo. Nesse caso, o
anticorpo de referéncia marcado (em concentracdes fixas ou crescentes)
€ incubado com uma quantidade de progastrina conhecida. O anticorpo
de teste ndo marcado é entdo adicionado ao complexo pré-ligado de
progastrina e anticorpo marcado. A intensidade do marcador ligado é
medida. Se o anticorpo de teste compete com o anticorpo marcado pela
ligacdo a um epitopo superposto, a intensidade estara diminuida em
relagcdo a ligagdo do anticorpo de controle marcado na auséncia do
anticorpo de teste.

[0102] Os ensaios de competicdo sdo conhecidos e podem ser
adaptados para fornecer resultados comparaveis com o0 ensaio acima
descrito. O ensaio pode ser qualquer um de uma faixa de ensaios
imunoldgicos baseados na competicdo com o anticorpo e os anticorpos de
referéncia serdo detectados por meio de seu marcador de deteccao, por
exemplo, pelo uso de estreptavidina no caso de anticorpos biotinilados ou
pelo uso de um substrato cromogénico em conexdo com um marcador
enzimatico (tal como o substrato 3,3',5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) com
uma enzima peroxidase) ou simplesmente pela deteccdo do marcador
radioativo ou de um marcador fluorescente.

[0103] Também estdo incluidos aqui anticorpos monoclonais anti-
hPG que sao derivatizados, covalentemente modificados ou conjugados
com outras moléculas, para uso em aplicacbes diagndsticas e
terapéuticas. Por exemplo, mas ndo como meio de limitagdo, anticorpos
derivatizados incluem anticorpos que tenham sido modificados, por
exemplo, pela (glicosilacdo, acetilacdo, peguilacdo, fosforilagao,

amidacao, derivatizacdo por grupos de protecado/bloqueio conhecidos,
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clivagem proteolitica, ligagado a um ligante celular ou outra proteina, etc.
Qualquer uma das numerosas modificacbes quimicas pode ser
realizada por técnicas conhecidas incluindo, mas nao limitadas a
clivagem quimica, acetilagdo, formilagdo, sintese metabdlica de
tunicamicina, etc. Adicionalmente, o derivado pode conter um ou mais
aminoacidos nao classicos.

[0104] Em outro exemplo, os anticorpos da presente descri¢ao pode
ser acoplados a porgdes de poli(etilenoglicol) (PEG). Em uma
modalidade especifica, o anticorpo € um fragmento de anticorpo e as
porcbes de PEG s&o acopladas através de qualquer aminoacido
disponivel da cadeia lateral ou grupo funcional amino-terminal
localizado no fragmento de anticorpo, por exemplo, qualquer grupo
amino, imino, tiol, hidréxi ou carboxila livre. Tais aminoacidos podem
ocorrer naturalmente no fragmento de anticorpo ou podem ser
manipulados no fragmento usando métodos de DNA recombinante.
Veja, por exemplo, Patente U.S. No. 5.219.996. Sitios multiplos podem
ser usados para acoplar duas ou mais moléculas de PEG. As moléculas
de PEG podem ser ligadas covalentemente através de um grupo tiol de
pelo menos um residuo de cisteina localizado no fragmento do
anticorpo. Onde for usado um grupo tiol como ponto de acoplamento,
moléculas efetoras apropriadamente ativadas, por exemplo, derivados
seletivos para tiol tais como maleimidas e derivados de cisteina podem
ser usadas.

[0105] Em um exemplo especifico, um anticorpo monoclonal anti-
hOG conjugado é um fragmento Fab’ modificado que é PEGuilado, isto
e, tem PEG (poli(etilenoglicol)) acoplado covalentemente a ele, por
exemplo, de acordo com o método descrito em EP0948544. Veja
também Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical
Applications, (J. Milton Harris (ed.), Plenum Press, New York, 1992);
Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications, (J. Milton
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Harris and S. Zalipsky, eds., American Chemical Society, Washington
D.C., 1997); e Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the
Biomedical Sciences, (M. Aslam and A. Dent, eds., Grove Publishers,
New York, 1998); e Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews
54:531-545. PEG pode ser acoplado a uma cisteina da regido da
dobradica. Em um exemplo, um fragmento Fab’ modificado com PEG
tem um grupo maleimida covalentemente acoplado a um grupo tiol unico
em uma regiao de dobradica modificada. Um residuo de lisina pode ser
covalentemente acoplado ao grupo maleimida e a cada um dos grupos
amina sobre o residuo de lisina pode estar acoplado um polimero de
metoxipoli(etilenoglicol) que possui um peso molecular de aproximada-
mente 20.000 daltons. O peso molecular total do PEG acoplado ao
fragmento Fab’ pode, portanto, ser de aproximadamente 40.000 Da.

[0106] Anticorpos monoclonais anti-hPG incluem anticorpos
marcados, uteis para aplicagdes diagnosticas. Os anticorpos podem ser
usados no diagndstico, por exemplo, para detectar a expressdo de um
alvo de interesse em células especificas, tecidos ou soro; ou para
monitorar o desenvolvimento ou a progressdao de uma resposta
imunolégica como parte de um procedimento de teste clinico para, por
exemplo, determinar a eficacia de um dado regime de tratamento. A
deteccdo pode ser facilitada pelo acoplamento do anticorpo a uma
substancia detectavel ou "marcador". Um marcador pode ser conjugado
diretamente ou indiretamente a um anticorpo monoclonal anti-hPG da
descricdo. O marcador pode ser ele proprio detectavel (por exemplo,
marcadores radioisotopicos, marcadores isotopicos ou marcadores
fluorescentes) ou, no caso de um marcador enzimatico, podem catalisar
uma alteragcao quimica de um composto de substrato ou composi¢ao que
seja detectavel. Exemplos de substancias detectaveis incluem varias
enzimas, grupos prostéticos, materiais fluorescentes, materiais

luminescentes, materiais bioluminescentes, materiais radioativos, metais
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que emitem positrons usando varias tomografias por emissao de pdsitron
e ions de metal paramagnético ndo radioativo. A substancia detectavel
pode ser acoplada ou conjugada diretamente com o anticorpo (ou seu
fragmento) ou indiretamente, através de um intermediario (tal como, por
exemplo, um ligante conhecido na técnica) usando técnicas conhecidas.
Exemplos de marcadores enzimaticos incluem as luciferases (por
exemplo, luciferase de vagalume e luciferase bacteriana; Patente U.S.
No. 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas, malato desidroge-
nase, urease, peroxidase de rabano silvestre (HRPO), fosfatase alcalina,
B-galactosidase, acetilcolinesterase, glicoamilase, lisozima, sacarideo
oxidases (e.g., glicose oxidase, galactose oxidase e glicose-6-fosfato
desidrogenase), oxidases heterociclicas (tais como uricase e xantina
oxidase), lactoperoxidase, microperoxidase e semelhantes. Exemplos
de complexos de grupos prostéticos adequados incluem estreptavi-
dina/biotina e avidina/biotina; exemplos de materiais fluorescentes
incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansil, cloreto de
dimetilamina-1-naftalenosulfonila ou ficoeritrina e semelhantes; um
exemplo de material luminescente inclui luminol; exemplos de materiais
bioluminescentes incluem a luciferase, luciferina e equorina; exemplos de
materiais isotopicos adequados incluem '3C, "°N, e deutério; e exemplos
de materiais radioativos adequados incluem 2%, 13|, ""1|n ou *°Tc.

[0107] Anticorpos monoclonais anti-nPG de todas as espécies de
origem estdo incluidos na presente invengdo. Anticorpos naturais
exemplificadores n&o limitantes incluem anticorpos derivados de
humanos, simios, galinhas, cabras, coelhos e roedores (por exemplo,
ratos, camundongos e hamsters) (Veja, por exemplo, Lonberg et al.,
WQ093/12227; Pat. U.S. No. 5.545.806; and Kucherlapati, et al.,
WQ091/10741; Pat. U.S. No. 6.150.584, que estao incorporados aqui por

referéncia em sua totalidade). Anticorpos naturais sdo os anticorpos
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produzidos por um animal hospedeiro depois de ser imunizado com um
antigeno, tal como um polipeptideo.

Acidos nucleicos e sistemas de expressdo

[0108] A presente descrigdo abrange moléculas de acido nucleico
que codificam genes da cadeia leve e pesada de imunoglobulina para
anticorpos monoclonais anti-hPG, vetores que compreendem tais
acidos nucleicos e células hospedeiras capazes de produzir os
anticorpos monoclonais anti-hPG da descricao.

[0109] Um anticorpo monoclonal anti-hPG da descrigcdo pode ser
preparado pela expressdo recombinante de genes da cadeia leve e
pesada de imunoglobulina em uma célula hospedeira. Para expressar
um anticorpo recombinantemente, uma célula hospedeira é transfec-
tada com um ou mais vetores de expressao que carregam fragmentos
de DNA que codificam as cadeias leve e pesada de imunoglobulina do
anticorpo tal que as cadeias leve e pesada sejam expressas na célula
hospedeira e, opcionalmente, secretadas no meio no qual as células
hospedeiras sao cultivadas, de cujo meio os anticorpos podem ser
recuperados. Metodologias padronizadas de DNA recombinante s&o
usadas para obter os genes da cadeia leve e pesada do anticorpo,
incorporar esses genes nos vetores de expressdo recombinantes e
introduzir os vetores em células hospedeiras, tais como aquelas
descritas em Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second Edition
(Sambrook, Fritsch and Maniatis (eds), Cold Spring Harbor, N. Y., 1989),
Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F.M. et al., eds.,
Greene Publishing Associates, 1989) e na Patente U.S. No. 4.816.397.
[0110] Para gerar os acidos nucleicos que codificam tais anticorpos
monoclonais anti-hPG, fragmentos de DNA que codificam as regides
variaveis de cadeia leve e pesada sao inicialmente obtidos. Esses DNAs
podem ser obtidos pela amplificacdo e modificacdo do DNA da linhagem

germinativa ou cDNA que codifica as sequéncias variaveis de cadeia
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leve e pesada, por exemplo, usando a reacao em cadeia da polimerase
(PCR). Sequéncias de DNA da linhagem germinativa para os genes da
regido variavel da cadeia leve e pesada sao conhecidas na técnica
(Veja, por exemplo, Lefranc et al., 2003, Dev. Comp. Immunol. 27: 55-
77; Lefranc et al., 2009, Nucl. Acids Res. 37: D1006-1012; Lefranc,
2008, Mol. Biotechnol. 40: 101-111; o banco de dados "VBASE" de
sequéncia da linhagem germinativa humana; veja também Kabat, E. A.
et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242; Tomlinson et al., 1992, J. Mol. Biol. 22T:116-
198; e Cox et al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:827-836; cujos conteudos
estao incorporados aqui por referéncia).

[0111] Uma vez que os fragmentos de DNA que codificam os
segmentos de V4 e V. relacionados com o anticorpo monoclonal anti-
hPG, esses fragmentos de DNA podem ser manipulados posteriormente
por técnicas de DNA recombinante padronizadas, por exemplo, para
converter os genes da regido variavel em genes da cadeia do anticorpo
de extensao completa, em genes de fragmento Fab e em um gene de
scFv. Nessas manipulag¢des, um fragmento de DNA que codifica VH ou
V| esta operativamente ligado a outro fragmento de DNA que codifica
outra proteina, tal como uma regido constante de anticorpo ou um
ligante flexivel. A expressao "operativamente ligada" como usada nesse
contexto, € pretendida significar que os dois fragmentos de DNA estdo
ligados tal que as sequéncias de aminoacidos codificadas pelos dois
fragmentos de DNA permanecem em fase.

[0112] O DNA isolado que codifica a regidao Vn pode ser convertido
em um gene da cadeia pesada de extensdao completa pela ligacao
operativa do DNA que codifica a Vi com outra molécula de DNA que
codifica as regides constantes da cadeia pesada (CH,;, CH2, CHs e,

opcionalmente CH4). As sequéncias dos genes da regiao constante da
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cadeia pesada humana sdo conhecidas na técnica (Veja, por exemplo,
Kabat, E.A., et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services,
NIH Publication No. 91-3242) e os fragmentos de DNA que abrangem
essas regides podem ser obtidos pela amplificacgo com PCR
padronizada. A regido constante da cadeia pesada pode ser uma regiao
constante de 1gG1, 1gGo, 1gG3, 1gGa4, IgA, IgE, IgM ou IgD, mas em certas
modalidades € uma regido constante de IgG1 ou IgGs. Para um gene da
cadeia pesada de fragmento Fab, o DNA que codifica Vy pode ser
operativamente ligado a outra molécula de DNA que codifica apenas a
regido constante CH da cadeia pesada.

[0113] O DNA isolado que codifica a regido V. pode ser convertido
em um gene da cadeia leve de extensdo completa (assim como um
gene da cadeia leve de Fab) pela ligagao operativa do DNA que codifica
a VL com outra molécula de DNA que codifica a regido constante da
cadeia leve, CL. As sequéncias dos genes da regido constante da
cadeia leve humana sdo conhecidas na técnica (Veja, por exemplo,
Kabat, E.A., et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services,
NIH Publication No. 91-3242) e os fragmentos de DNA que abrangem
essas regides podem ser obtidos pela amplificacgo com PCR
padronizada. A regido constante da cadeia leve pode ser uma regiao
constante kappa ou lambda, mas em certas modalidades € uma regi&o
constante kappa. Para criar um gene scFv, os fragmentos de DNA que
codificam Vux e VL sdo operativamente ligados a outro fragmento que
codifica um ligante flexivel, por exemplo, que codifica a sequéncia de
aminoacido (Glys~Ser)z (SEQ ID NO: 99), tal que as sequéncias de VH
e VL podem ser expressas como uma proteina de cadeia simples
contigua com as regides Vu e V. ligadas pelo ligante flexivel. (Veja, por
exemplo, Bird et al., 1988, Science 242:423-426; Huston et al., 1988,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., 1990,
Nature 348:552-554).

[0114] Para expressar os anticorpos monoclonais anti-hPG da
descricdo, os DNAs que codificam as cadeias leve e pesada parciais ou
de extensdo completa, obtidas como descrito acima, sdo inseridas em
vetores de expressédo tal que os genes sao operativamente ligados a
sequéncias de controle transcricional e traducional. Nesse contexto, a
expressao "operativamente ligada" € pretendida significar que um gene
de anticorpo esta ligado em um vetor tal que as sequéncias de controle
transcricional e traducional dentro do vetor servem a sua fungao
pretendida de regular a transcricdo e a traducdo do gene de anticorpo.
O vetor de expressao e as sequéncias de controle da expressao sao
escolhidas para serem compativeis com a expressdao na célula
hospedeira usada. O gene da cadeia leve do anticorpo e 0 gene da
cadeia pesada do anticorpo podem ser inseridos em vetores separados
ou, mais tipicamente, ambos os genes sao inseridos no mesmo vetor de
expressao.

[0115] Os genes de anticorpo séo inseridos no vetor de expressao
por métodos padronizados (por exemplo, ligacao de sitios de restricao
complementares sobre o fragmento de gene do anticorpo e vetor ou
ligacdo as cegas se os sitios de restricdo ndo estdo presentes). Antes
da insercao das sequéncias de cadeia leve ou pesada relacionadas com
o anticorpo monoclonal anti-hPG, o vetor de expresséao ja pode carregar
as sequéncias da regido constante do anticorpo. Por exemplo, uma
abordagem para converter as sequéncias de Vu e V. relacionadas com
o anticorpo monoclonal anti-hPG em genes de anticorpo de extensao
completa € inseri-las em vetores de expressdo que ja codifiguem as
regides constante da cadeia pesada e constante da cadeia leve,
respectivamente, tal que o segmento de Vn esteja operativamente

ligado ao(s) segmento(s) CH dentro do vetor e o segmento de V. esteja
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operativamente ligado ao segmento CL dentro do vetor. Adicionalmente
ou alternativamente, o vetor de expressao recombinante pode codificar
um peptideo de sinal que facilite a secre¢ao da cadeia de anticorpo pela
célula hospedeira. O gene da cadeia de anticorpo pode ser clonado no
vetor, tal que o peptideo de sinal esta ligado em fase a terminagdo amino
da cadeia do gene de anticorpo. O peptideo de sinal pode ser um
peptideo de sinal de imunoglobulina ou um peptideo de sinal heterélogo
(isto €, um peptideo de sinal de uma proteina ndo imunoglobulina).

[0116] Em adigdo aos genes da cadeia de anticorpo, os vetores de
expressao recombinantes da descrigdo carregam sequéncias
regulatorias que controlam a expressdo dos genes da cadeia do
anticorpo em uma célula hospedeira. A expressao "sequéncia
regulatoria” é pretendida incluir promotores, intensificadores e outros
elementos de controle da expressdo (por exemplo, sinais de
poliadenilagdo) que controlem a transcrigao ou a tradugao dos genes da
cadeia de anticorpo. Tais sequéncias regulatérias estdo descritas, por
exemplo, em Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185 (Academic Press, San Diego, CA, 1990). Sera
apreciado por aqueles versados na técnica que o desenho do vetor de
expressao incluindo a selecdo de sequéncias regulatérias pode
depender de fatores tais como a escolha da célula hospedeira a ser
transformada, o nivel de expressdo da proteina desejada, etc.
Sequéncias regulatérias adequadas para expressdo em célula
hospedeira de mamifero incluem elementos virais que direcionam altos
niveis de expressao de proteina em células de mamiferos, tais como
promotores e/ou intensificadores derivados de citomegalovirus (CMV)
(tal como o promotor/intensificador de CMV), Virus 40 de Simio (SV40)
(tal como o promotor/intensificador de SV40), adenovirus (por exemplo,
o promotor precoce principal de adenovirus (AdMLP) e polioma. Para

uma descricdo posterior de elementos regulatorios virais e suas
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sequéncias, veja, por exemplo, Patente U.S. No. 5.168.062 de Stinski,
Patente U.S. No. 4.510.245 de Bell et al., e Patente U.S. No. 4.968.615
de Schaffner et al.

[0117] Em adicdo aos genes da cadeia do anticorpo e as
sequéncias regulatodrias, os vetores de expressdo recombinantes da
descricdo podem carregar sequéncias adicionais, tais como sequéncias
que regulam a replicacéo do vetor em células hospedeiras (por exemplo,
origens de replicacdo) e genes marcadores selecionaveis. O gene
marcador selecionavel facilita a selecdo das células hospedeiras nas
quais o vetor tenha sido introduzido (Veja, por exemplo, Patentes U.S.
Nos. 4,399.216, 4.634.665 e 5.179.017, todas por Axel et al.). Por
exemplo, tipicamente o gene marcador selecionavel confere resisténcia
a farmacos, tais como G418, higromicina ou metotrexato, em uma célula
hospedeira na qual o vetor tenha sido introduzido. Genes marcadores
selecionaveis adequados incluem a gene de di-hidrofolato redutase
(DHFR) (para uso em células hospedeiras DHFR com
selecao/amplificacdo com metotrexato) e o gene neo (para selegcdo com
G418). Para a expressao das cadeias leve e pesada, os vetores de
expressao que codificam as cadeias pesada e leve séo transfectados
em uma célula hospedeira por técnicas padronizadas. As varias formas
da expressao "transfeccdo" sdo pretendidas abranger uma grande
variedade de técnicas comumente usadas para a introdu¢cdo de DNA
exdgeno em uma célula hospedeira procaridtica ou eucariética, por
exemplo, eletroporacao, lipofeccado, precipitacdo com fosfato de calcio,
transfeccdo com DEAE-dextran e semelhantes.

[0118] E possivel expressar os anticorpos da descrigdo em células
hospedeiras procarioticas ou eucaridticas. Em certas modalidades, a
expressao dos anticorpos € realizada em células eucaribticas, por
exemplo, células hospedeiras de mamifero de secrecao 6tima de um

anticorpo apropriadamente enovelado e imunologicamente ativo.
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Células hospedeiras de mamifero exemplificadoras para a expressao
dos anticorpos recombinantes da descricdo incluem células de Ovario
de Hamster Chinés (células CHO) (que incluem células CHO DHFR-,
descritas em Urlaub and Chasin, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216-4220, usadas com um marcador selecionavel de DHFR, por
exemplo, como descrito em Kaufman and Sharp, 1982, Mol. Biol.
159:601-621), células NOS de mieloma, células COS e células SP2.
Quando os vetores de expressao recombinantes que codificam os
genes de anticorpo sdo introduzidos em células hospedeiras de
mamifero, os anticorpos s&o produzidos pela cultura das células
hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para permitir a
expressao do anticorpo nas células hospedeiras ou a secrecdo do
anticorpo no meio de cultura no qual as células hospedeiras sao
cultivadas. Os anticorpos podem ser recuperados do meio de cultura
usando métodos de purificacdo de proteina padronizados. As células
hospedeiras também podem ser usadas para produzir por¢des de
anticorpos intactos, tais como fragmentos Fab ou moléculas scFv.
Entende-se que as variagdes do procedimento acima estdo dentro do
escopo da presente descricdo. Por exemplo, pode ser desejavel
transfectar uma célula hospedeira com um DNA que codifica a cadeia
leve ou a cadeia pesada (mas ndo ambas) de um anticorpo monoclonal
anti-hPG dessa descrigao.

[0119] A tecnologia de DNA recombinante também pode ser usada
para remover algum ou todo o DNA que codifica qualquer uma ou
ambas cadeias leve e pesada que nao sao necessarias para a ligacao
a hPG. As moléculas expressas a partir de tais moléculas truncadas de
DNA também s&o abrangidas pelos anticorpos da descricao.

[0120] Para a expressao recombinante de um anticorpo monoclonal
anti-hPg da descricdo, a célula hospedeira pode ser co-transfectada

com dois vetores de expressdo da descricdo, o primeiro vetor
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codificando um polipeptideo derivado da cadeia pesada e o segundo
vetor codificando um polipeptideo derivado da cadeia leve. Os dois
vetores podem conter marcadores selecionaveis idénticos ou eles
podem conter cada um marcador selecionavel separado.
Alternativamente, um unico vetor pode ser usado codificando ambos os
polipeptideos da cadeia pesada e leve.

[0121] Uma vez que o acido nucleico codifigue uma ou mais
por¢cdes de um anticorpo monoclonal anti-hPG, alteracdes posteriores
ou mutagdes podem ser introduzidas na sequéncia codificadora, por
exemplo, para gerar acidos nucleicos que codifiquem anticorpos com
sequéncias de CDR diferentes, anticorpos com afinidade reduzida pelo
receptor Fc ou anticorpos de diferentes subclasses.

[0122] Os anticorpos monoclonais anti-hPG da descrigdo também
podem ser produzidos pela sintese quimica (por exemplo, pelos
métodos descritos em Solid Phase Peptide Synthesis, 2" ed., 1984 The
Pierce Chemical Co., Rockford, lll.). Variantes de anticorpo também
podem ser geradas usando uma plataforma sem célula (Veja, por
exemplo, Chu et al., Biochemia No. 2, 2001 (Roche Molecular
Biologicals).

[0123] Uma vez que o anticorpo monoclonal anti-hPG da descrigao
tenha sido produzido pela expressao recombinante, ele pode ser
purificado por qualquer método conhecido na técnica para a purificagcédo
de uma molécula de imunoglobulina, por exemplo, pela cromatografia
(por exemplo, cromatografia de coluna por troca de ion, afinidade e por
tamanho), centrifugagao, solubilidade diferencial ou por qualquer outra
técnica padronizada para a purificacdo de proteinas. Adicionalmente, os
anticorpos monoclonais anti-hPG da presente descricdo ou seus
fragmentos podem ser fundidos a sequéncias de polipeptideos
heterélogos aqui descritas ou conhecidas de outra maneira na técnica

para facilitar a purificagao.
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[0124] Uma vez isolado, o anticorpo monoclonal anti-hPG pode, se
desejado, ser purificado, por exemplo, pela cromatografia liquida de alto
desempenho (Veja, por exemplo, Fisher, Laboratory Techniques In
Biochemistry And Molecular Biology (Work and Burdon, eds., Elsevier,
1980), ou pela cromatografia por filtracdo em gel em uma coluna
Superdex™ 75 (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia).

[0125] A presente descrigao fornece células hospedeiras capazes
de produzir anticorpos monoclonais anti-hPG. As células hospedeiras
podem ser manipuladas usando técnicas de DNA recombinante para
expressar genes que codificam a cadeia leve e pesada ou hibridomas
derivados de um organismo adequado e selecionadas quanto a
habilidade de produzir os anticorpos desejados.

[0126] As células hospedeiras capazes de produzir anticorpos
monoclonais anti-PG podem ser hibridomas. Métodos para a geracao de
hibridomas sdo conhecidos na técnica (veja, por exemplo, Kohler and
Milstein, 1975, Nature 256:495) e um exemplo é fornecido abaixo.
Geralmente, um hospedeiro animal, tal como um camundongo é
imunizado com um imundgeno, tal como um peptideo de interesse, para
desencadear o desenvolvimento de linfécitos, por exemplo, células do
baco, que produzem anticorpos capazes de se ligar especificamente ao
imunogeno. Alternativamente, linfocitos isolados, incluindo células do
baco, células de linfonodos ou linfécitos do sangue periférico, podem ser
imunizados in vitro. Os linfocitos s&o fundidos com uma linhagem celular
imortalizada, tal como uma linhagem celular de mieloma, usando um
agente de fusdo adequado (por exemplo, polietileno glicol), para formar
uma linhagem celular de hibridoma. Linhagens celulares imortalizadas
adequadas podem ser de origem de mamifero, tal como de murino,
bovino ou humano. As células do hibridoma sao cultivadas depois em
qualquer meio adequado que contenha uma ou mais substancias que

iniba, o crescimento ou a sobrevida das células n3o fundidas,
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imortalizadas. Por exemplo, quando as células parentais que carecem da
enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase (HGPRT ou HPRT)
sdo usadas, as fusdes podem ser cultivadas em meio que contenha
hipoxantina, aminopterina e timidina (meio "HAT"), que inibe o
crescimento de células parentais, nao fundidas.

[0127] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
hPG N-terminais possuem CDRs de uma cadeia leve variavel (VL) que
correspondem a V. do anticorpo monoclonal obtenivel dos hibridomas
43B9G11 (que produz MAb 1 anti-hPG), WE5H2G7 (que produz MADb 2
anti-hPG), 6B5B11C10 (que produz MAb 3 anti-hPG), 20D2C3G2 (que
produz MAb 4 anti-hPG), 1E9A4A4 (que produz MAb 15 anti-hPG),
1E9D9B6 (que produz MAb 16 anti-hPG), 1C8D10F5 (que produz MAb
17 anti-hPG), 1A7C3F11 (que produz MAb 18 anti-hPG), 1B3B4F11 (que
produz MAb 19 anti-hPG), e 1C11F5ES8 (que produz MADb 20 anti-hPG).

[0128] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
hPG N-terminais possuem CDRs de V. e V1 que correspondem a CDRs
de VL e Vu dos anticorpos monoclonais obteniveis dos hibridomas
acima.

[0129] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
hPG C-terminais possuem CDRs de uma cadeia leve variavel (VL) que
correspondem a V. do anticorpo monoclonal obtenivel dos hibridomas
1B4A11D11 (que produz MADb 5 anti-hPG), 1B6A11F2 (que produz MAb
6 anti-hPG), 1B11E4B11 (que produz MAb 7 anti-hPG), 1C10D3B9 (que
produz MAb 8 anti-hPG), 1D8F5B3 (que produz MAb 9 anti-hPG),
1E1C7B4 (que produz MADb 10 anti-hPG), 2B4C8C8 (que produz MAb 11
anti-hPG), 2B11E6G4 (que produz MAb 12 anti-hPG), 2C6C3C7 (que
produz MAb 13 anti-hPG), 2H9F4B7 (que produz MAb 14 anti-hPG),
1F11F5E10 (que produz MAb 21 anti-hPG), 1F11F5G9 (que produz MAb
22 anti-hPG), e 1A11F2C9 (que produz MAb 23 anti-hPG).

[0130] Em algumas modalidades, os anticorpos monoclonais anti-
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hPG C-terminais possuem CDRs de VL e VH que correspondem a
CDRs de VL e VH dos anticorpos monoclonais obteniveis dos
hibridomas acima.

[0131] Em uma modalidade, uma célula hospedeira capaz de
produzir um anticorpo anti-hPG que compreenda uma regido variavel de
cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO: 12 e uma regido variavel
de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO: 13 € fornecida. Em uma
modalidade, uma célula hospedeira capaz de produzir um anticorpo
anti-hPG que compreenda uma regiao variavel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 14 e uma regiao variavel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 15 é fornecida. Em uma modalidade, uma
célula hospedeira capaz de produzir um anticorpo anti-hPG que
compreenda uma regido variavel de cadeia pesada que compreende a
SEQ ID NO: 59 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende
a SEQ ID NO: 63 é fornecida. Em uma modalidade, uma célula
hospedeira capaz de produzir um anticorpo anti-hPG que compreenda
uma regiao variavel de cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO:
60 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO:
64 é fornecida. Em uma modalidade, uma célula hospedeira capaz de
produzir um anticorpo anti-hPG que compreenda uma regido variavel de
cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO: 61 e uma regido variavel
de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO: 65 é fornecida. Em uma
modalidade, uma célula hospedeira capaz de produzir um anticorpo
anti-hPG que compreenda uma regiao variavel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 62 e uma regiao variavel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 66 é fornecida.

[0132] Em algumas modalidades, uma célula hospedeira da
descricdo compreende um acido nucleico selecionado dentre: uma
sequéncia de nucleotideos que codifica o polipeptideo da regido variavel
de cadeia pesada de SEQ ID NO: 12, 14, 59, 60, 61 e 62; e um acido
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nucleico selecionado dentre: uma sequéncia de nucleotideos que codifica
o polipeptideo da regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 13, 15,
63, 64, 65 e 66. Em algumas modalidades, regido variavel de cadeia
pesada € codificada por uma sequéncia de acido nucleico selecionada
dentre: SEQ ID NO: 16, 18, 67, 68, 69 e 70. Em algumas modalidades,
regido variavel de cadeia leve € codificada por uma sequéncia de acido
nucleico selecionada dentre: SEQ ID NO: 17,19, 71, 72, 73 e 74.

[0133] Em algumas modalidades, sao fornecidas sequéncias de
polinucleotideo que codificam uma regido variavel de cadeia pesada de
um anticorpo  monoclonal anti-hPG humanizado. Modalidades
especificas incluem polinucleotideos que codificam um polipeptideo que
possui uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que
consiste em SEQ ID NO: 21, 23, 75, 77, 79, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, e
94. Em algumas modalidades, sdo fornecidas sequéncias de polinucle-
otideo que codificam uma regido variavel de cadeia leve de um anticorpo
monoclonal anti-hPG humanizado. Modalidades especificas incluem
polinucleotideos que codificam um polipeptideo que possui uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NO: 22, 24, 76, 78, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, e 95.

Atividades biolégicas de anticorpos monoclonais anti-hPG

[0134] PG tem sido implicada na sobrevida e/ou proliferacdo da
célula de tumor de CRC. Embora nao pretendendo estar ligado a
qualquer teoria de operacio, através da ligacdo de PG, anticorpos
monoclonais anti-PG neutralizantes sao considerados bloquear ou inibir
a habilidade de PG de interagir com seus parceiros de sinalizac&o. Isso,
por sua vez, bloqueia ou inibe as respostas celulares a progastrina, tais
como a proliferacéo celular, diferenciagado celular reduzida e/ou morte
celular reduzida e/ou crescimento do tumor. Como consequéncia
dessas atividades, os anticorpos monoclonais anti-hPG neutralizantes

da descricdo podem ser usados em uma variedade de contextos in vitro,
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in vivo e ex vivo para se ligar a PG e bloquear a sinalizagao dependente
de PG.

[0135] Consequentemente, a descricdo fornece métodos para inibir
as respostas dependentes de PG em células de CRC. De modo geral,
o método compreende contatar uma célula de CRC ou expor uma
populacgao celular a um anticorpo monoclonal anti-hPG neutralizante em
uma quantidade eficaz para inibir uma ou mais respostas induzidas por
PG de células CRC, por exemplo, a proliferacdo e/ou sobrevida de
células de CRC. A proliferagao ou sua inibigcao in vitro e in vivo pode ser
determinada de acordo com ensaios para medira aumentos no numero
de células, numero de tumores ou tamanho do tumor ao longo do tempo.
Ensaios para a inibicdo da proliferacdo de células e tumores sdo bem
conhecidos na técnica.

[0136] O bloqueio da sinalizagdo dependente de PG pode inibir a
sobrevida de células de CRC pelo aumento da morte celular. A inibicao
da sobrevida de célula de CRC in vitro ou in vivo pode ser determinada
pela medigao da redugao do numero de células de cancer vivas durante
um periodo (por exemplo, 24 ou 48 horas). Ensaios para morte celular
sdo bem conhecidos na técnica. Adicionalmente, um exemplo de um
ensaio de sobrevivéncia celular € fornecido aqui.

[0137] Estudos posteriores sugerem que a inibicdo da sinalizacéo
dependente de PG em células de tumor de CRC pode inibir a sobrevida
das células de CRC pelo desencadeamento da morte celular progra-
mada ou apoptose. A inducdo da apoptose pode ser determinada por
qualguer meio conhecido na técnica, incluindo, mas nao limitado a medir
alteragdes na expressao de genes que possuem atividade pro ou anti-
apoptotica. Por exemplo um aumento na expressao na expressao ao
longo do tempo (por exemplo, 48 horas) de um gene pro-apoptético, tal
como, por exemplo, Bax, € indicativo de um aumento na apoptose.

Similarmente, uma diminui¢do na expressdo ao longo do tempo (por
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exemplo, 72 ou 96 horas) de um gene anti-apoptético tal como, por
exemplo, mas ndo limitado a Bcl-2, € indicativa de um aumento na
apoptose. Técnicas para medir as alteragdes na expressao de gene, tal
como PCR quantitativa em tempo real, sdo bem conhecidas. Veja, por
exemplo, Hollande et al., WO 2007/135542.

[0138] A inibicdo da sinalizagao dependente da progastrina também
estimula a diferenciagcéo celular. Consequentemente, os métodos de
inibicdo da proliferagdo e/ou da sobrevida de células de CRC
compreende administrar uma quantidade de um anticorpo monoclonal
anti-PG neutralizante eficaz para induzir a diferenciagado de células de
CRC in vitro ou in vivo. A diferenciacado de células de CRC pode ser
determinada pela medicdo de aumentos ao longo do tempo (por
exemplo, 24 ou 48 horas) na expressédo de marcadores genéticos para
a diferenciacao celular tal como, por exemplo, mas n&o limitados a Muc-
2 ou outros marcadores para células intestinais diferenciadas (por
exemplo, células caliciformes). As alteragdes na expressao de gene
podem ser medidas por qualquer meio conhecido na técnica. Veja, por
exemplo, Hollande et al., WO 2007/135542. Outros genes cuja
expressao ou repressao € dependente de PG, tal como ICAT, também
podem ser ensaiados usando métodos padronizados. Veja, id.
Composi¢coes farmacéuticas

[0139] Anticorpos monoclonais anti-PG podem ser formulados em
composicdes. Opcionalmente, as composi¢cdes podem compreender um
ou mais agentes terapéuticos adicionais, tais como os agentes
terapéuticos secundarios descritos abaixo e s&o fornecidos aqui. As
composicdes serdo geralmente fornecidas como parte de uma
composicao farmacéutica, estéril que incluira normalmente um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Essa composi¢cédo pode estar em qualquer
forma adequada (dependendo do método de administragdo desejado

para um paciente)
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[0140] Os anticorpos monoclonais anti-hPG da descricdo podem
ser administrados a um paciente por uma variedade de vias tais como
as vias oral, transdérmica, subcutanea, intranasal, intravenosa,
intramuscular, intra-ocular, topicamente, intratecal e intracerebroven-
tricular. A via mais adequada para a administracdo em qualquer caso
dado dependera do anticorpo em particular, do individuo e da natureza
e severidade da doenca e da condigao fisica do individuo. O anticorpo
pode ser formulado como uma solucdo aquosa e administrado por
injecdo subcutanea.

[0141] As composicdes farmacéuticas podem ser conveniente-
mente apresentadas em formas de dosagem unitaria contendo uma
quantidade predeterminada de um anticorpo monoclonal anti-hPG da
descricdo por dose. Tal unidade pode conter, por exemplo, sem
limitagdo 5 mg a 5 g, por exemplo, 10 mg a 1 g ou 20 a 50 mg. Veiculos
farmaceuticamente aceitaveis para uso na descricdo podem assumir
uma variedade de formas dependendo, por exemplo, da condi¢ao a ser
tratada ou da via de administracao.

[0142] As composi¢cdes farmacéuticas da descricdo podem ser
preparadas para armazenamento como formulagdes liofilizadas ou
solugdes aquosas pela mistura do anticorpo que tenha o grau de pureza
desejado com veiculos, excipientes ou estabilizadores farmaceutica-
mente aceitaveis opcionais tipicamente empregados na técnica (todos
0s quais sao referidos aqui como "veiculos"), isto é, agentes para
tamponamento, agentes para estabilizacdo, conservantes, isotonifican-
tes, detergentes ndo ibnicos, antioxidantes e outros aditivos diversos.
Veja, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th edition (Osol, ed.
1980). Tais aditivos ndo devem ser toxicos para os receptores nas
dosagens e concentragdes empregadas.

[0143] Agentes de tamponamento auxiliam a manter o pH na faixa

qgue se aproxima das condic¢des fisioldgicas. Eles podem estar presentes
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em uma concentragcdo que varia entre cerca de 2 mM a cerca de 50 mM.
Agentes de tamponamento adequados para uso com a presente
descricao incluem acidos organicos e inorganicos e seus sais tais como
tampdes de citrato (por exemplo, mistura de citrato monossaodico- citrato
dissodico, mistura de acido citrico-citrato trissédico, mistura de acido
citrico-citrato monossadico, etc.), tampdes de succinato (por exemplo,
mistura de acido succinico-succinato monossodico, mistura de acido
succinico-hidroxido de sodio, mistura de acido succinico-succinato
dissodico, etc.), tampdes de tartarato (por exemplo, mistura de acido
tartarico-tartarato de sodio, mistura de acido tartarico-tartarato de
potassio, mistura de acido tartarico-hidroxido de sodio, etc.), tampdes
de fumarato (por exemplo, mistura de acido fumarico-fumarato
monossodico, de acido fumarico-fumarato dissoédico, mistura de
fumarato monossaodico- fumarato dissédico, etc.), tampdes de gliconato
(por exemplo, mistura de acido glicbnico-gliconato de sédio, mistura de
acido glicénico-hidréxido de sédio, mistura de acido glicbnico-gliconato
de potassio, etc.), tamp&o oxalato (por exemplo, mistura de acido
oxalico-oxalato de sédio, mistura de acido oxalico-hidréxido de sodio,
mistura de acido oxalico-oxalato de potassio, etc.), tampdes de lactato
(por exemplo, mistura de acido lactico-lactato de sodio, mistura de acido
lactico-hidroxido de sodio, mistura de acido lactico-lactato de potassio,
etc.) e tampdes de acetato (por exemplo, mistura de acido acético-
acetato de sodio, mistura de acido acético-hidroxido de sdédio, etc.).
Adicionalmente, podem ser usados tampdes fosfato, tampdes de
histidina e sais de trimetilamina tal como Tris.

[0144] Conservantes também podem ser adicionados para
retardar o crescimento microbiano e podem ser adicionados em
quantidades que variam entre 0,2% a 1% (peso/volume).
Conservantes adequados para uso com a presente descri¢ao incluem

fenol, alcool benzilico, meta-cresol, metil parabeno, propil parabeno,
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cloreto de octadecildimetilbenzil aménia, haletos de benzalcénio (por
exemplo, cloreto, brometo e iodeto), cloreto de hexametonio, e alquil
parabenos tais como metil ou propil parabeno, catecol, resorcinol,
ciclohexanol, e 3-pentanol. Isotonificantes, algumas vezes conhecidos
como "estabilizantes" podem ser adicionados para assegurar a
isotonicidade das composicdes liquidas da presente descricdo e
incluem polialcodis poli-hidricos, por exemplo, polialcoois tri-hidricos
ou superiores, tais como glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol e
manitol. Os estabilizantes referem-se a uma grande categoria de
excipientes que variam em fungdo entre um agente espessante a um
aditivo que solubiliza o agente terapéutico ou auxilia a prevenir a
desnaturacdo ou a aderéncia com a parede do recipiente.
Estabilizantes tipicos podem ser alcodis poli-hidricos (enumerados
acima); aminoacidos tais como arginina, lisina, glicina, glutamina,
asparagina, histidina, alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina, acido
glutamico, treonina, etc., agucares organicos ou polidis, tais como
lactose, trealose, estaquiose, manitol, sorbitol, xilitol, ribitol,
mioinositol, galactitol, glicerol e semelhantes, incluindo ciclitois tal
como inositol; polietileno glicol; polimeros de aminoacidos; agentes
redutores contendo enxofre, tais como ureia, glutationa, acido tioctico,
tioglicolato de sodio, tioglicerol, a-monotioglicerol e tio sulfato de sodio;
polipeptideos de baixo peso molecular (por exemplo, peptideos com
10 residuos ou menos); proteinas tais como albumina sérica humana,
albumina sérica bovina, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos, tais como polivinilpirrolidona, monossacarideos tais como
xilose, manose, frutose, glicose; dissacarideos tais como lactose,
maltose, sacarose e (trissacarideos tais como rafinose; e
polissacarideos tais como dextran. Os estabilizadores podem estar
presentes na faixa entre 0,1 a 10.000 partes em peso do peso da

proteina ativa.
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[0145] Tensoativos ndo idnicos ou detergentes (também conheci-
dos como "agentes umectantes") podem ser adicionados para ajudar a
solubilizar o agente terapéutico assim como proteger a proteina
terapéutica contra a agregacgao induzida pela agitacao, o que também
permite que a formulacdo seja exposta ao cisalhamento da superficie
saliente sem causar a desnaturacdo da proteina. Tensoativos nao
ibnicos adequados incluem polisorbatos (20, 80, etc.), polioxameros
(184, 188, etc.), Pluronic, polidis, monoéteres de polioxietileno sorbitano
(TWEEN®-20, TWEEN®-80, etc.). Tensoativos n&o idnicos podem estar
presentes em uma faixa entre cerca de 0,05 mg/mL a cerca de 1,0
mg/mL, por exemplo cerca de 0,07 mg/mL a cerca de 0,2 mg/mL.
[0146] Excipientes diversos adicionais incluem agentes de volume
(por exemplo, amido), agentes quelantes (por exemplo, EDTA),
antioxidantes (por exemplo, acido ascoérbico, metionina, viatmina E) e
co-solventes.
[0147] Os anticorpos monoclonais anti-PG podem ser adminis-
trados isoladamente, como misturas de um ou mais anticorpos
monoclonais anti-PG, em mistura ou combinagdo com outros agentes
uteis para tratar CRC ou adjuntos para outra terapia para CRC.
Exemplos de combinac&do adequada e terapias adjuntas sdo fornecidos
abaixo.
[0148] Sao abrangidos pela presente descricdo kits farmacéuticos
que contém anticorpos monoclonais anti-PG neutralizantes (incluindo
conjugados de anticorpo) da descricdo. O kit farmacéutico € uma
embalagem que compreende um anticorpo monoclonal anti-hPG
neutralizante (por exemplo, em forma liofilizada ou como uma solugéo
aquosa) e um ou mais dos seguintes:

- Um segundo agente terapéutico, por exemplo, como
descrito abaixo;

- Um dispositivo para administrar o anticorpo monoclonal
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anti-hPG, por exemplo, uma caneta, agulha e/ou seringa; e

- Agua de grau farmacéutico ou tampao para ressuspender
o anticorpo, se o0 anticorpo estiver em forma liofilizada.
[0149] Cada dose unitaria do anticorpo monoclonal anti-hPG pode
ser embalada separadamente e um kit pode conter uma ou mais doses
unitarias (por exemplo, duas doses unitarias, trés doses unitarias, quatro
doses unitarias, cinco doses unitarias, oito doses unitarias, dez doses
unitarias ou mais). Em uma modalidade especifica, uma ou mais doses
unitarias sdo, cada uma, abrigadas em uma seringa ou caneta.
Dosagens eficazes
[0150] Os anticorpos monoclonais anti-PG neutralizantes ou suas
composicdes serdo usados geralmente em uma quantidade eficaz para
obter o resultado pretendido, por exemplo, uma quantidade eficaz para
tratar CRC em um individuo necessitado. As composicées
farmacéuticas que compreendem anticorpos monoclonais anti-PG
neutralizantes podem ser administradas a pacientes (por exemplo,
individuos humanos) em dosagens terapeuticamente eficazes. Como
usada aqui, uma dosagem "terapeuticamente eficaz" € uma quantidade
que confere beneficio terapéutico. No contexto da terapia de CRC, um
beneficio terapéutico significa qualquer melhora de CRC, incluindo
qualquer um de, ou combinagao de paralisar ou retardar a progressao
de CRC (por exemplo, de um estagio de cancer colorretal para o
préximo), paralisando ou retardando o agravamento ou a deterioracéo
dos sintomas ou sinais de CRC, reduzindo a severidade de CRC,
induzindo a remissao de CRC, inibindo a proliferacéo de célula de tumor
de CRC, o tamanho do tumor de CRC ou o numero de tumores de CRC
ou reduzindo os niveis séricos de PG.
[0151] A quantidade de anticorpo monoclonal anti-PG neutralizante
administrada dependera de uma variedade de fatores, incluindo a natureza

e o estagio da CRC a ser tratado, a forma, a via e o sitio de administracao,
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o regime terapéutico (por exemplo, se um segundo agente terapéutico for
usado), a idade e a condi¢cdo do individuo a ser tratado em particular, da
sensibilidade do paciente a ser tratado aos anticorpos monoclonais anti-
PG. A dosagem apropriada pode ser determinada prontamente pela
pessoa versada na técnica. Em ultima analise, um médico determinara as
dosagens apropriadas a serem usadas. Essa dosagem pode ser repetida
tdo frequentemente quanto apropriado. Se efeitos colaterais surgirem, a
quantidade e a frequéncia da dosagem podem ser alteradas ou reduzidas,
de acordo com a pratica clinica normal. A dosagem apropriada e o regime
de tratamento podem ser estabelecidos pela monitoracao do progresso da
terapia usando as técnicas convencionais conhecidas pelas pessoas
versadas na técnica.

[0152] As dosagens eficazes podem ser avaliadas inicialmente a
partir de ensaios in vitro. Por exemplo, uma dose inicial para uso em
animais pode ser formulada para obter uma concentracdo no sangue
circulante ou no soro do anticorpo monoclonal anti-PG que esteja na
afinidade de ligacdo ou acima dela, do anticorpo para a progastrina
como medida in vitro. As doses calculadas para obter tais concen-
tragbes no sangue circulante ou no soro levando em consideragédo a
biodisponibilidade do anticorpo em particular esta dentro da capacidade
dos técnicos qualificados. Para orientagdes, o leitor € remetido a Fingl
& Woodbury, "General Principles" in Goodman and Gilman’s The
Pharmaceutical Basis of Therapeutics, Capitulo 1, ultima edicao,
Pagamonon Press e as referéncias citadas nesse.

[0153] As dosagens iniciais podem ser avaliadas a partir de dados
in vivo, tais como modelos animais. Modelos animais uteis para testar a
eficacia de compostos para tratar CRC sdo bem conhecidos na técnica.
Adicionalmente, os modelos animais de CRC estdo descritos nos
Exemplos abaixo. Os técnicos experientes podem adaptar rotineira-

mente tal informac&o para determinar dosagens adequadas para a
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administracdo humana.

[0154] A dose eficaz de um anticorpo monoclonal anti-hPG
neutralizante da descricao pode variar entre cerca de 0,001 a cerca de 75
mg/kg por administracdo unica (por exemplo, em bolo), administracoes
multiplas ou administragdo continua ou para obter uma concentragao
sérica de 0,01 a 5000 pug/mL por administracao unica (por exemplo, em
bolo), administracdes multiplas ou administracdo continua ou qualquer
faixa ou valor eficazes dependendo da condi¢ao a ser tratada, da via de
administracdo e da idade, peso e condicdo do individuo. Em uma certa
modalidade, cada dose pode variar entre cerca de 0,5 ug a cerca de 50 ug
por quilograma de peso corporal, por exemplo, entre cerca de 3 g a cerca
de 30 ug por quilograma de peso corporal.

[0155] A quantidade, a frequéncia e a duragdo da administragao
dependerdo de uma variedade de fatores, tais como a idade, peso e a
condicdo da doenga. Um regime terapéutico para administracdo pode
continuar por 2 semanas a indefinidamente, por 2 semanas a 6 meses,
entre 3 meses a 5 anos, entre 6 meses a 1 ou 2 anos, entre 8 meses a
18 meses ou semelhantes. Opcionalmente, o regime terapéutico prové
a administracao repetida, por exemplo, uma vez por dia, duas vezes por
dia, a cada dois dias, trés dias, cinco dias, uma semana, duas semanas
ou um més. A administracao repetida pode ser na mesma dose ou em
uma dose diferente. A administragado pode ser repetida uma vez, duas
vezes, trés vezes, quatro vezes, cinco vezes, seis vezes, sete vezes,
oito vezes, nove vezes, dez vezes ou mais. Uma quantidade terapeuti-
camente eficaz de um anticorpo monoclonal anti-hPG pode ser
administrada como uma dose unica ou ao longo do decorrer de um
regime terapéutico, por exemplo, ao longo de uma semana, duas
semanas, trés semanas, um més, trés meses, seis meses, um ano ou
mais.

Métodos terapéuticos
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[0156] A habilidade de anticorpos monoclonais anti-hPG
neutralizantes da presente descricdo de bloquear respostas
dependentes de PG, incluindo a proliferacéo celular, torna-os uteis para
tratar o cancer colorretal. Consequentemente, em outro aspecto, a
presente descricdo fornece métodos de tratamento de CRC em um
paciente necessitado. Geralmente, os métodos compreendem
administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
anticorpo monoclonal anti-hPG neutralizante da descrigéo.

[0157] Um "individuo" ou "paciente" no qual o anticorpo monoclonal
anti-hPG da descricdo é administrado, é preferivelmente um mamifero
tal como um ndo primata (por exemplo, vaca, porco, cavalo, gato,
cachorro, rato, etc.) ou um primata (por exemplo, macaco ou humano).
O individuo ou paciente pode ser um humano, tal como um paciente
adulto ou um paciente pediatrico.

[0158] Pacientes adequados para a terapia com o anticorpo
monoclonal anti-hPG sdo pacientes diagnosticados com CRC. O CRC
pode ser de qualquer tipo e em qualquer estagio clinico ou manifestacao.
Individuos adequados incluem pacientes com tumores de CRC (operaveis
ou inoperaveis), pacientes cujos tumores tenham sido cirurgicamente
removidos ou ressecados, pacientes com um tumor de CRC que
compreenda células que carregam uma mutagdo em um oncogene, tal
como, por exemplo, RAS ou APC, pacientes que tenham recebido ou que
recebem outra terapia para CRC em combinacg&o ou secundaria a terapia
com anticorpo monoclonal anti-hPG. Outra terapia para CRC inclui, mas
ndo esta limitada ao tratamento quimioterapico, terapia com radiagao,
ressecgado cirurgica e tratamento com um ou mais outros anticorpos
terapéuticos, como detalhado abaixo.

[0159] A terapia com anticorpo monoclonal anti-hPG pode ser
combinada, ou secundaria a um ou mais outros tratamentos. Outros

tratamentos incluem, sem limitacdo, tratamento quimioterapéutico,
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terapia com radiagao, ressecgao cirurgica e terapia com anticorpo, como
aqui descrito.

[0160] A terapia com terapia com anticorpo monoclonal anti-hPG
pode ser secundaria a outro tratamento, incluindo a ressecgéo cirurgica.
[0161] A terapia de combinagdo como fornecida aqui envolve a
administracdo de pelo menos dois agentes a um paciente, o primeiro
dos quais é um anticorpo monoclonal anti-hPG neutralizante da
descricdo e o segundo € um segundo agente terapéutico. O anticorpo
monoclonal anti-hPG neutralizante e o segundo agente terapéutico
podem ser administrados simultaneamente, sucessivamente ou
separadamente.

[0162] Como wusado aqui, o anticorpo monoclonal anti-hPG
neutralizante e o segundo agente terapéutico sdo ditos ser
administrados sucessivamente, se eles forem administrados ao
paciente no mesmo dia, por exemplo, durante a mesma visita ao
paciente. A administracdo sucessiva pode ocorrer com 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, ou 8 horas de diferenga. Ao contrario, o anticorpo monoclonal anti-
hPG da descricdo e o segundo agente terapéutico sdo ditos serem
administrados separadamente se eles forem administrados ao paciente
em dias diferentes, por exemplo, o anticorpo monoclonal anti-hPG da
descricdo e o segundo agente terapéutico podem ser administrados em
intervalos de 1 dia, 2 dias ou 3 dias, uma semana, 2 semanas ou
mensalmente. Nos métodos da presente descricdo, a administragao do
anticorpo monoclonal anti-nPG da descri¢cdo pode preceder ou seguir a
administracdo do segundo agente terapéutico.

[0163] Como um exemplo ndo limitante, o anticorpo monoclonal
anti-hPG neutralizante e o segundo agente terapéutico podem ser
administrados por um periodo de tempo, seguido por um seguido
periodo de tempo no qual a administracdo do anticorpo monoclonal anti-

hPG da descricéo e o segundo agente terapéutico é alternada.
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[0164] As terapias de combinacdo da presente descricdo podem
resultar em um efeito mais do que aditivo ou sinérgico, fornecendo
beneficios terapéuticos onde nem o anticorpo monoclonal anti-hPG nem
0 segundo agente terapéutico sdo administrados em uma quantidade
que, sozinha, é terapeuticamente eficaz. Portanto, tais agentes podem
ser administrados em quantidades menores, reduzindo a possibilidade
e/ou a severidade de efeitos adversos.

[0165] Um segundo agente terapéutico pode ser um agente
quimioterapéutico. Agentes quimioterapéuticos incluem, mas ndo sao
limitados a moléculas radioativas, toxinas, também referidos como
citotoxinas ou agentes citotoxicos, que incluem qualquer agente que é
prejudicial para a viabilidade das células, agentes e lipossomas ou
outras vesiculas que contenham compostos quimioterapéuticos.
Exemplos de agentes quimioterapéuticos adequados incluem, mas néo
sdo limitados a 1-dehidrotestosterona, 5-fluorouracil decarbazina, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina D, adriamicina, aldesleu-
quina, agentes alquilantes, alopurinol sédico, altretamina, amifostina,
anastrozol, antramicina (AMC)), agentes anti-mitoticos, cis-diclorodia-
mina platina (1) (DDP) cisplatina), diamino dicloro platina, antraciclinas,
antibidticos, antimetabolitos, asparaginasa, BCG vivo (intravesical),
fosfato sdédico de betametasona e acetato de betametasona,
bicalutamida, sulfato de bleomicina, busulfan, leucouorin calcico,
caligueamicina, capecitabina, carboplatina, lomustina (CCNU), carmus-
tina (BSNU), Clorambucil, Cisplatina, Cladribina, Colchicina,
estrogénios conjugados, Ciclofosfamida, Ciclotosfamida, Citarabina,
Citarabina, citocalasina B, Cytoxan, Dacarbazina, Dactinomicina,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), daunirubicina HCL, citrato
de daunorucbicina, denileuquina diftitox, Dexrazoxane, Dibromoma-
nnitol, dihidroxi antracin diona, Docetaxel, mesilato de dolasetron,

doxorubicina HCL, dronabinol, L-asparaginase de E. coli, emetina,
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epoetina-a, L-asparaginase de Erwinia, estrogénios esterificados,
estradiol, fosfato soédico de estramustina, brometo de etidio, etinil
estradiol, etidronato, fator citrovorum de etoposideo, fosfato de
etoposideo, filgrastim, floxuridina, fluconazol, fosfato de fludarabina,
fluorouracil, flutamida, acido folinico, gemcitabina HCL, glicocorticoides,
acetato de goserelina, gramicidina D, granisetron HCL, hidroxiureia,
idarubicina HCL, ifosfamida, interferon a-2b, irinotecan HCL, letrozol,
leucovorin calcico, acetato de leuprolide, levamisol HCL, lidocaina,
lomustina, maitansinoide, mecloretamina HCL, acetato de medroxipro-
gesterona, acetato de megestrol, melfalan HCL, mercaptipurina, mesna,
metotrexate, metiltestosterona, mitramicina, mitomicina C, mitotane,
mitoxantrona, nilutamida, acetato de octreotide, ondansetron HCL,
oxaliplatina, paclitaxel, pamidronato disodico, pentostatina, pilocarpina
HCL, plimicina, polifeprosan 20 com implante de carmustina, porfimer
sodico, procaina, procarbazina HCL, propranolol, rituximab,
sargramostim, estreptozotocina, tamoxifen, taxol, tegafur, teniposideo,
tenoposideo, testolactona, tetracaina, tioepa clorambucil, tioguanina,
tiotepa, topotecan HCL, citrato de toremifeno, trastuzumab, tretinoina,
valrubicina, sulfato de vinblastina, sulfato de vincristina,e tartarato de
vinorelbina.

[0166] Os anticorpos monoclonais anti-hPG neutralizantes aqui
descritos podem ser administrados a um paciente que necessite de
tratamento para o cancer colorretal que receba uma combinacdo de
agentes quimioterapéuticos. Combinac¢des exemplificadoras de agentes
quimioterapéuticos incluem S5-fluorouracil (5FU) em combinagcdo com
leucovorin (acido folinico ou LV); capecitabina, em combinagcdo com
uracil (UFT) e leucovorin; tegafur em combinacdo com uracil (UFT) e
leucovorin; oxaliplatina em combinagcdo com 5FU, ou em combinacao
com capecitabina; irinotecan em combinagdo com capecitabina,

mitomicina C em combinagdo com 5FU, irinotecan ou capecitabina. O
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uso de outras combinacdes de agentes quimioterapéuticos descritos
aqui também é possivel.

[0167] Como € conhecido na técnica relevante, os regimes
quimioterapéuticos para o cancer colorretal usando as combinagdes de
diferentes agentes quimioterapéuticos tém sido padronizados em testes
clinicos. Tais regimes sdo geralmente conhecidos pelos acrénimos e
incluem 5FU Mayo, 5FU Roswell Park, LVFU2, FOLFOX, FOLFOX4,
FOLFOX6, bFOL, FUFOX, FOLFIRI, IFL, XELOX, CAPOX, XELIRI,
CAPIRI, FOLFOXIRI. Veja, por exemplo, Chau, I., et al., 2009, Br. J.
Cancer 100:1704-19 and Field, K., et al., 2007, World J. Gastroenterol.
13:3806-15, ambos incorporados por referéncia.

[0168] Os anticorpos monoclonais anti-hPG neutralizantes também
podem ser combinados com outros anticorpos terapéuticos.
Consequentemente, a terapia com o anticorpo monoclonal anti-hPG
pode ser combinada ou administrada secundariamente a um anticorpo
monoclonal diferente tal como, por exemplo, mas nao limitado a um
anticorpo monoclonal anti-EGFR (receptor de EGF) ou um anticorpo
monoclonal anti-VEGF. Exemplos especificos de anticorpos anti-EGFR
incluem cetuximab e panitumumab. Um exemplo especifico de um
anticorpo anti-VEGF é bevacizumab.

Deteccao de progastrina usando anticorpos anti-hPG

[0169] Anticorpos monoclonais anti-PG, neutralizantes ou nao
neutralizantes, também s&o uteis para aplicagdes que dependem da
deteccéo de PG tal como diagnosticar CRC ou monitorar os efeitos do
tratamento de CRC em um individuo. Consequentemente, em um
aspecto, a presente descricdo fornece um método para diagnosticar o
cancer colorretal em um paciente, compreendendo determinar a
quantidade de progastrina em uma amostra de um paciente usando um
anticorpo monoclonal anti-hPG de acordo com a presente descricao.

Geralmente, os métodos para diagnosticar o cancer colorretal em um
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paciente compreende medira a progastrina em uma amostra obtida de
um paciente usando os anticorpos monoclonais anti-hPG da descricao,
em que uma medida de 20 pM a 400 pM de progastrina em uma amostra
€ indicativa de cancer colorretal. A progastrina pode ser medida em
amostras, por exemplo, de sangue, soro, plasma, tecido e/ou células. A
deteccao de hPG pode ser realizada usando ensaios conhecidos na
técnica e/ou descritos aqui tais como ELISA, ELISA sanduiche,
immunoblotting (Western blotting), imunoprecipitagdo, tecnologia
BIACORE e semelhantes.

[0170] Como observado aqui, a progastrina € um de varios
polipeptideos que resultam do processamento pods-traducional do
produto de gene da gastrina. Métodos de diagndstico, monitoracao e
outros aqui descritos detectam especificamente hPG ao contrario de
outros produtos de gene de gastrina, incluindo produtos de degradacéo.
Consequentemente, em modalidades especificas, hPG é detectada
usando um ELISA como descrito aqui, em que dois anticorpos para hPG
sdo usados, atingindo as terminacdes N e C de hPG respectivamente.
Em algumas modalidades, um dos dois anticorpos usados para a
detecgao € um anticorpo monoclonal anti-hPG como aqui descrito. Os
niveis de hPG que variam entre 20 pM a 400 pM s&o indicativos de
cancer colorretal.

[0171] Em geral, o procedimento para determinar os niveis de hPG
usando os anticorpos monoclonais anti-hPG é o seguinte. Uma
superficie, tal como pogcos em uma placa de 96 pocos, € preparada, na
qual uma quantidade conhecida de um primeiro anticorpo, "de captura”,
ao qual hPG é ligado. O anticorpo de captura pode ser, por exemplo,
um anticorpo anti-hPG que se ligue a terminacéo C ou N de hPG. Depois
do blogueio, uma amostra de teste a aplicada a superficie seguido por
um periodo de incubacédo. A superficie é entdo lavada para remover o

antigeno nao ligado e uma solugao contendo um segundo anticorpo, "de
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deteccao" para hPG é aplicada. O anticorpo de deteccdo pode ser
qualquer um dos anticorpos monoclonais anti-hPG aqui descritos,
desde que o anticorpo de ligagao se ligue a um epitopo diferente do
anticorpo de captura. Por exemplo, se o anticorpo de captura se liga a
uma regido C-terminal do peptideo de hPG, entdo um anticorpo de
detecc¢ao adequado sera aquele que se liga a uma regido N-terminal do
peptideo de hPG. Os niveis de progastrina podem ser detectados
diretamente (se, por exemplo, o anticorpo de detecgao estiver
conjugado com um marcador detectavel) ou indiretamente (através de
um anticorpo secundario marcado que se ligue ao anticorpo anti-hPG
de deteccdo).

[0172] Em uma modalidade especifica, os niveis de hPG séao
medidos a partir de uma amostra de teste como se segue. Placas de
microtitulacdo com 96 pocos séo revestidas com 0,5 e 10 uyg/mL de um
anticorpo policlonal de coelho anti-hPG C-terminal e incubadas por uma
noite. As placas sao lavadas trés vezes em PBS-Tween (0,05%) e
bloqueadas com leite em p6 desnatado 2% (peso/volume) em PBS-
Tween (0,05%). Separadamente, as amostras de teste, amostras de
controle (em branco ou amostras de plasma ou soro negativas para PG)
e, entre cerca de 5 pM (0,5 x 10" M) e cerca de 0,1 nM (1x10-'°M) de
um modelo de referéncia de hPG (hPG liofilizado diluido em plasma ou
soro negativo para PG) sdo preparadas em um diluente apropriado (por
exemplo, PBS-Tween 0,05%). As amostras sdo incubadas nas placas
revestidas entre 2 e 4 horas a 37°C ou alternativamente entre 12 e 16
horas a 21°C. Depois da incubacédo, as placas sédo lavadas trés vezes
com PBS-Tween (0,05%) e incubadas com 0,001 e 0,1 ug/mL de um
anticorpo monoclonal anti-hPG N-terminal como aqui descrito, acoplado
com peroxidase de rabano silvestre (HRP) (Nakane et al., 1974, J.
Histochem. Cytochem. 22(12): 1084-1091) por 30 minutos a 21°C.

Depois, as placas sao lavadas trés vezes com PBS-Tween (0,05%) e o
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substrato para HRP ¢ adicionado por 15 minutos a 21°C. A reacéo é
paralisada pela adi¢cao de 100 uL de acido sulfurico 0,5M e uma medida
da densidade optica a 405 nm é realizada. Os niveis de hPG da amostra
de teste sao determinados pela comparagdo com uma curva
padronizada construida a partir das medidas derivadas do hPG
padronizado de referéncia.

[0173] Tipicamente, os pacientes sao diagnosticados com base em
procedimentos invasivos tais como a avaliagdo histologica do tecido
biopsiado, assim como outros procedimentos invasivos tais como
colonoscopia. CRC ¢ dividido em 5 estagios que variam do Estagio 0
(cancer limitado ao revestimento mais interno do colon ou do reto), Estagio
1 (cancer da parede interna do coélon e do reto), Estagio 2 (cancer que
estende através da parede do célon, mas ndo encontrado nos linfonodos
adjacentes), Estagio 3 (cancer encontrado nos linfonodos adjacentes e no
tecido que circunda o célon e o reto) e Estagio 4 (cancer disseminado para
outras partes do corpo). A partir de uma perspectiva histologica, os
tumores colorretais apresentam um amplo espectro de neoplasmas,
variando entre crescimentos benignos até o cancer invasivo e sao tumores
predominantemente derivados de epitélio (isto €, adenomas ou adenocar-
cinomas). As lesdes podem ser classificadas em trés grupos: pélipos néo
neoplasicos, polipos neoplasicos (pdlipos adenomatosos, adenomas) e
canceres. Os polipos adenomatosos sdo tumores benignos que podem
sofrer transformacdo maligna e tém sido classificados em trés tipos
histolégicos, com potencial crescente de maglinizagao: tubulares, tubulo-
vilosos e vilosos. Os adenocarcinomas também foram classificados de
acordo com sua histologia em adenocarcinoma mucinoso (coloidal);
adenocarcinoma com células em anel de sinete; tumores esquirrosos e
neuroenddcrino.

[0174] Ao contrario dos meios atuais para diagnosticar CRC, a

presente descricdo fornece métodos para diagnosticar individuos com
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CRC na auséncia de qualquer analise histolégica ou estadiamento da
doenca, com base nos niveis de hPG que podem ser determinados a
partir de uma amostra de sangue. Adicionalmente, os métodos da
presente descricdo sao uteis na selecdo de pacientes com CRC
adequados para a terapia monoclonal anti-hPG n&o importando como o
paciente tenha sido diagnosticado.

[0175] Os niveis séricos de PG também sdo uteis na avaliagao da
eficacia do tratamento de CRC. Consequentemente, a presente
descricdo fornece um método para monitorar a eficacia da terapia de
cancer colorretal, compreendendo determinar os niveis de PG em um
paciente que esta sendo tratado para CRC. Os métodos para monitorar
a eficacia da terapia para o cancer colorretal compreendem determinar
repetidamente os niveis de hPG usando um anticorpo monoclonal anti-
hPG da presente descricdo em um paciente com cancer colorretal
submetido ao tratamento de cancer colorretal, em que uma diminuigao
nos niveis circulantes de hPG no paciente durante um intervalo de
tratamento é indicativo da eficacia do tratamento. Por exemplo, uma
primeira medida dos niveis circulantes de hPG do paciente pode ser
feita seguida por uma segunda medida enquanto ou depois do paciente
receber o tratamento para o cancer colorretal. As duas medidas séo
comparadas depois € uma queda nos niveis de hPG é indicativa de
beneficio terapéutico.

[0176] Em um aspecto, a descrigdo fornece um kit para diagnostico
contendo os anticorpos monoclonais anti-hPG (incluindo conjugados de
anticorpo). O kit para diagnostico € uma embalagem que compreende
pelo menos um anticorpo monoclonal anti-hPG da descricdo (por
exemplo, na forma liofilizado ou como uma solugdo aquosa) e um ou
mais reagentes uteis para realizar um ensaio diagndstico (por exemplo,
diluentes, um anticorpo marcado que se ligue a um anticorpo

monoclonal anti-hPG, um substrato apropriado para o anticorpo
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marcado, hPG em uma forma apropriada para uso como controle
positivo e padréo de referéncia, um controle negativo). Em modalidades
especificas, o kit compreende dois anticorpos anti-hPG, em que pelo
menos um dos anticorpos € um anticorpo monoclonal anti-hPG.
Opcionalmente, o segundo anticorpo € um anticorpo policlonal anti-
hPG. Em algumas modalidades, o kit da presente invencdo compreende
um anticorpo monoclonal anti-hPG N-terminal como aqui descrito.
[0177] Os anticorpos monoclonais anti-hPG podem ser marcados
como descrito acima. Alternativamente, o kit pode incluir um anticorpo
marcado que se liga a um anticorpo monoclonal anti-hPG e esteja
conjugado a uma enzima. Onde o anticorpo monoclonal anti-hPG ou
outro anticorpo esteja conjugado a uma enzima para deteccdo, o kit
pode incluir substratos e co-fatores necessarios para a enzima (por
exemplo, um precursor do substrato que fornegca o cromdéforo ou
fluoroforo detectaveis). Adicionalmente, outros aditivos podem ser
incluidos, tal como estabilizadores, tampdes (por exemplo, um tampéo
de bloqueio ou tampao de lise) e semelhantes. Os anticorpos
monoclonais anti-hPG incluidos em um kit para diagndstico podem estar
imobilizados sobre uma superficie solida ou, alternativamente, uma
superficie sdlida (por exemplo, uma lamina) sobre a qual o anticorpo
possa ser imobilizado, € incluida no kit. As quantidades relativas dos
varios reagentes podem variar amplamente para fornecer as
concentracdes em solucido dos reagentes que otimizam substan-
cialmente a sensibilidade do ensaio. Os anticorpos e outros reagentes
podem ser fornecidos (individualmente ou combinados) como pos
secos, geralmente liofilizados, incluindo excipientes sobre os quais a
dissolucéo fornecera uma solucéo reagente que possui a concentracao
apropriada.

[0178] Os kits podem incluir material de instrugdo contendo

instrucdes (por exemplo, protocolos) para a pratica dos métodos de
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diagnostico. Embora o material de instrugdo compreenda tipicamente
materiais escritos ou impressos, ele ndo esta limitado a tal. Um meio
capaz de armazenar tais instru¢gdes e comunica-las ao usuario final é
contemplado por essa invengdo. Tais meios incluem, mas ndo sao
limitados a meios de armazenamento eletrénicos (por exemplo, discos,
fitas cartuchos, chips magnéticos), meios oOpticos (por exemplo CD
ROM) e semelhantes. Tais meios podem incluir enderecos de sites da
internet que fornecem tais materiais de instrugao.

10. EXEMPLOS

[0179] Os exemplos a seguir sao ilustrativos e ndo pretendem ser
limitantes.

Exemplo 1: Geragao de anticorpos monoclonais contra progastrina
Imunégenos para a progastrina humana

[0180] Varios imunogenos foram gerados para desenvolver
hibridomas que produzam anticorpos monoclonais contra a progastrina
humana. Os antigenos previamente usados para gerar os anticorpos
policlonais, tais como a progastrina humana de extensdo completa e
imundgenos baseados nos residuos 70 a 80 de hPG, falharam em levar
a uma resposta imune monoclonal ou em dar origem a anticorpos
monoclonais especificos para PG. Como descrito em mais detalhes
abaixo, antigenos com 14 aminoacidos e mais longos, que incluiam
sequéncias unicas para hPG na extremidade N-terminal e C-terminal da
proteina, foram capazes de induzir uma resposta imune adequada em
animais e foram usados para gerar hibridomas que produzem mais de
20 anticorpos monoclonais para hPG diferentes. Surpreendentemente,
varios imunogenos, que incluiam os residuos 55 a 80 de hPG, alguns
dos quais também sao encontrados em outros peptideos derivados do
gene de gastrina, foram usados com sucesso para gerar anticorpos
monoclonais que eram especificos para hPG. A tabela abaixo resume

os imundgenos testados.
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Tabela 2

Experimento |Imunégeno No. clones positivos

1 progastrina humana (SEQ ID NO: 20) 0*

1 (SEQ ID NO: 26)-Ahx-Cys-BSA 2

2 (SEQ ID NO: 26)-Ahx-Cys-KLH 2

3 (SEQ ID NO: 26)-Ahx-Cys-KLH 8

1 BSA-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO: 97) 0

2 KLH-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO: 97) 0

3 KLH-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO: 96) 10
DT-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO: 96) 3

* Os camundongos imunizados n&do apresentaram qualquer resposta
imune.

[0181] Os imunogenos listados na Tabela 2 foram feitos de acordo
com técnicas conhecidas, usando a sintese quimica da sequéncia do
peptideo e do ligante, seguida pela reticulagcdo com o veiculo Albumina
Sérica Bovina (BSA), Hemocianina de Keyhole Limpet (KHL) ou Toxina
Diftérica (DT) usando um agente de reticulagdo apropriado (por
exemplo, MBS (éster m-maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida),
glutaraldeido ou Sulfo-SMCC (Sulfosuccinimidil 4-[N-maleimidometil]ci-
clohexano-1-carboxilato). (Coligan JE et al., Current protocols in
Immunology, Vol. 2, New York: John Wiley and Sons; 1996, p 9.0.1-
9.0.15; Harlow DL. Antibodies: A Laboratory Manual. New York: Cold
Spring Harbor Laboratory; 1998, p72-87). Os ligantes usados eram um
ou dois residuos de acido aminohexandico (Ahx) acoplados a um
residuo de cisteina.

[0182] Em cada um dos trés experimentos, os camundongos Balb/c
foram inoculados 4 a 5 vezes com imunogenos N-terminais e 2 a 4 vezes
com imunégenos C-terminais. Cada injecdo administrava 10 ug do
imundégeno com Ribi, Alun ou adjuvante de Freund.

Fusoes celulares e rastreamento do hibridoma
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[0183] O soro de cada camundongo foi testado por ELISA contra o
imundgeno e os esplendcitos foram coletados dos camundongos com a
resposta imune mais forte. Os esplendcitos foram fundidos com células
Sp2 de mieloma usando polietileno glicol e semeados em placas de 96
pocos com uma densidade de 15.000 a 35.000 células por pogo. As
células fundidas foram selecionadas usando um meio contendo
hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT).

[0184] Os sobrenadantes dos hibridomas foram rastreados por
ELISA quanto a habilidade de se ligar ao imundgeno e a progastrina de
extensao completa. Trés rodadas de rastreamento foram realizadas
para garantir que apenas hibridomas que produzem estavelmente os
anticorpos que reconhecem hPG de extensdo completa e o imundgeno
fossem selecionados.

[0185] O rastreamento dos hibridomas e dos anticorpos
monoclonais para determinar a ligacao aos diferentes peptideos de PG
foi realizado usando uma técnica ELISA como descrita abaixo. Esse
protocolo foi usado para rastrear a ligacdo a PG de esplendcitos
fundidos, a primeira e a segunda rodadas de sub-clones, assim como
para verificar a especificidade dos anticorpos para PG, quando
comparados com outros peptideos derivados do gene da gastrina.
[0186] Resumidamente, placas de 96 pocos foram incubadas por
uma noite a 4°C com as concentrag¢des apropriadas de um peptideo de
teste em Salina Tamponada com Fosfato (PBS), depois do que os pocos
foram lavados trés vezes com solucdo de lavagem (PBS e Tween-20
0,1%) e incubados por 2 horas a 22°C com 100 pL de solugao de
bloqueio (PBS, Tween-20 0,1%, Albumina Sérica Bovina 0,1% ou
hidrolisado de caseina) por poco. Depois do bloqueio, os pocos foram
lavados trés vezes e o anticorpo primario — o anticorpo a ser ensaiado
— adicionado. Para o rastreamento inicial de esplendcitos fundidos, 50

ML de sobrenadante de cultura de cada cultura foram adicionados a
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cada poco na placa. Em ensaios realizados sobre anticorpos
monoclonais, 100 yL do anticorpo de teste em PBS e Tween-20 0,1%
foram adicionados a cada poc¢o. As placas foram incubadas por 2 horas
a 22°C, depois do que a solugao de anticorpo primario foi descartada e
substituida, depois de uma etapa de lavagem (3X 100 uL de solucéo de
lavagem, como observado acima), com solugao de bloqueio contendo o
anticorpo secundario, que se liga ao anticorpo primario e esta acoplado
a uma enzima. O anticorpo secundario era um anticorpo de cabra anti-
IgG (Fc) de camundongo acoplado a peroxidase de rabano silvestre.
Depois de 1 hora de incubagdo com o anticorpo secundario, 100 uL de
solucdo de substrato (por exemplo, Fast OPD ou dihidrocloreto de O-
fenileno diamina, disponibilizado por Sigma-Aldrich Co., preparado de
acordo com as instrugdes do fabricante) foram adicionados a cada pogo
e incubados no escuro por 20 minutos a 22°C. A reacao foi paralisada
pela adigao de 50 yL de acido sulfurico 4 N e a quantidade de substrato
catalisado determinada pela medicdo da densidade 6ptica (O.D.) a 492
nm. A conversao do substrato é proporcional a quantidade de anticorpo
primario (de teste) ligado ao antigeno. Os experimentos foram corridos
em duplicata e as medidas de OD plotadas como uma fungado da
concentracdo de antigeno ou de anticorpo dependendo da meta do
experimento. As amostras foram classificadas como positivas para
anticorpos anti-PG se as OD medidas estivessem entre 0,2 e 1,5. O
mesmo suporte de O.D. foi usado para identificar os anticorpos que se
ligaram ao peptideo imunogénico usado para inocular os animais de
teste.

[0187] Materiais e reagentes exemplificadores usados no ensaio

sS40 0s seguintes:

ltem Fonte Referéncia
Placas de 96 pogos Greiner Microlon Dutscher  |# 655092
10X DPBS Dutscher  |# P04-53500
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Tween-20 Sigma #63158
BSA (para o bloqueio) Euromedex |# 04-100-810-C
Hidrolisado de caseina (quando usado no lugar de BSA)  |Sigma 22090

Sobrenadantes de hibridoma ou anticorpos monoclonais N-|BioRéalités  |Como aqui

terminal ou C-terminal descrito

lgG (Fc) de cabra anti-camundongo, acoplada a peroxidase | Thermo #31439
Fast OPD Sigma #P9187
Acido sulfdrico 95-97% Sigma #30743

[0188] Peptideos exemplificadores usados no rastreamento de

hibridomas e anticorpos monoclonais foram os seguintes:

Peptideos para rastreamento Fonte Referéncia

BSA Euromedex #04-100-810-C

Progastrina recombinante humana BioRéalités McQueen et al., 2002, J.
Protein Chem., 21(7):465-
471.

Gastrina | humana (G-17) Sigma #53673

Gastrina 17 (G-Gly) prolongada com glicina [Auspep # 510082

KLH Pierce (Perbio) |# 77653

peptideo flanqueador C-terminal (CTFP)  [Auspep #R41345

[0189] A progastrina recombinante humana foi produzida como
descrito por McQueen et al, 2002, J. Protein Chem. 21: 465-471) com
pequenas modificagdes. Resumidamente, células bacterianas BL21
DE3 Star (InVitrogen) foram transformadas com um vetor contendo a
sequéncia de extensdo completa de progastrina humana em um
arcabougco PGEX-GST-TEV (GE Healthcare). As bactérias foram
cultivadas em meio LB contendo IPTG 0,5 mM por 3 horas a 37°C. Os
péletes bacterianos foram quebrados usando uma French Press, e as
fracdes soluveis assim como as ndo soluveis foram separadas por
centrifugacao. Depois, hPG marcada com GST foi isolada usando uma

coluna de afinidade com glutationa e PG foi clivada de GST a protease
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Nla do Virus do Mosaico do Tabaco (TEV) protease. Finalmente, PG foi
dialisada contra o tampao final (Hepes 10mM, BSA 0,5 %, pH 7.4).
[0190] Os hibridomas foram clonados inicialmente, depois subclo-
nados e amplificados. Os hibridomas positivos foram selecionados com
base nos seguintes critérios: (1) PG e especificidade do imundgeno, (2)
afinidade relativa dos anticorpos, (3) crescimento da célula do hibridoma,
(4) secrecdo de anticorpo e (5) monoclonalidade dos hibridomas. Os
ensaios e os critérios de selegédo foram os seguintes.

[0191] Para a especificidade, os sobrenadantes dos hibridomas de
teste foram ensaiados por ELISA como descrito acima (50 yL de uma
diluicdo 1 para 2 de sobrenadante em meio de ensaio PBS). Os
hibridomas foram classificados como positivos se e medida de O.D.
estivesse entre 0,2 e 1,5 em um ensaio com PG ou com o imundgeno
usado para inocular os camundongos de teste. Como um critério
adicional para a especificidade, os clones foram selecionados com base
na auséncia de ligagcdo a outros peptideos derivados do gene de
gastrina. A auséncia de ligacdo foi medida como ndo uma diferenca
estatisticamente significativa entre os pocos de teste e o sinal médio dos
pocos de controle que contém apenas PBS.

[0192] Para a caracterizagdo da afinidade, diluigbes seriadas de
anticorpos foram ensaiadas por ELISA pela ligacdo a hPG como
descrito acima. As diluicdes padronizadas usadas nos ensaios de
anticorpos N-terminais foram 0, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ng/mL. As
diluicdes padronizadas usadas nos ensaios de anticorpos C-terminais
foram 0, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ng/mL.

[0193] O crescimento das células do hibridoma através de multiplas
rodadas de cultura seriada foi avaliado pela observacdo microscoépica
dois dias depois da semeadura. As células sao esperadas proliferar e
preencher o poco 48 horas depois da semeadura. A diluicdo seriada

(tipicamente, uma primeira diluicdo 1:5, seguida por pelo menos 2
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diluicdes adicionais em 1:10) foi realizada, seguida pela observagao
microscopica em 48 horas para confirmar o crescimento adequado. As
células dos hibridomas que preenchiam esse critério foram diluidas e
semeadas de novo para serem observadas sob microscopio 48 h mais
tarde. Tais rodadas de "diluicdo-semeadura-observacao" foram
repetidas 3 vezes antes que um hibridoma fosse classificado como
preenchendo os critérios de "crescimento”.

[0194] A secregao do anticorpo foi testada pela realizagdo de
ELISAs usando hPG como descrito acima em dilui¢cdes seriadas (1/2,
1/20, 1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000) de sobrenadantes sem células.
[0195] A monoclonalidade foi determinada pela semeadura de um
clone ou hibridoma em uma placa de 96 po¢cos em uma densidade de
0,6 células/poco e incubando por duas semanas. Em duas semanas, 0s
sobrenadantes foram ensaiados quanto a ligagdo a hPG por ELISA e a
natureza clonal da populagdo determinada com base na existéncia de
um valor de O.D. consistente através de pelo menos 90% dos pocgos
que continham células vivas.

Anticorpos monoclonais contra progastrina de extensao completa
[0196] Cada um dos trés camundongos foi inoculado com
progastrina recombinante humana (descrita acima). O imundgeno
falhou em desencadear qualquer resposta imune detectavel nos
camundongos: nenhuma ligacdo a PG pode ser detectada usando um
ELISA como descrito acima. Nenhuma fuséo foi realizada.

Anticorpos monoclonais N-terminais contra progastrina

[0197] Como observado acima, os anticorpos monoclonais N-
terminais foram gerados contra um antigeno que continha os residuos
1 a 14 de hPG ligados a albumina sérica bovina (BSA) ou a hemocianina
de keyhole limpet (KLH) por meio de um ligante Ahx-Cys na extremidade
C-terminal do antigeno com 14 residuos (SWKPRSQQPDAPLG-Ahx-
Cys (SEQ ID NO: 26)).
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[0198] Em um primeiro experimento, trés camundongos foram
inoculados com um peptideo N-terminal ligado por BSA. Das trés fusdes
realizadas com esplendcitos de dois dos trés camundongos, uma fuséo
nao forneceu clones que mostrassem ligagdo com PG ou com o
imundgeno. Das duas outras fusdes semeadas em placas de 96 pocos,
uma gerou 4 hibridomas que se ligam a PG e especificos para PG, a
partir dos quais um unico subclone estavel que produz IgG foi
recuperado. A segunda fusdo também resultou em um subclone de
hibridoma unico estavel que produz IgG1, que se liga a PG e especifico
para PG. No total, dos trés camundongos, 17 hibridomas da primeira
rodada ou 0,74% dos hibridomas rastreados foram positivos para a
ligacdo a PG e ao imundgeno, a partir dos quais 9 linhagens celulares
positivas foram subclonadas, das quais 2 eram linhagens celulares
positivas, que produzem IgG. Portanto, o primeiro experimento gerou
dois clones depois de uma dupla de rodadas de subclonagem que
retiveram um sinal positivo forte contra o imunégeno e hPG (positivos
para "ligacdo a PG") e que ndo se ligaram a outros peptideos derivados
do gene de gastrina (positivos para "especifico para PG"): hibridomas
43B9G11 que WES5H2G7, que produzem MAb1 anti-hPG e MADb 21 anti-
hPG, respectivamente.

[0199] Em um segundo experimento, os camundongos foram
inoculados com um peptideo N-terminal ligado a KLH. Duas fusdes
foram realizadas com células Sp2 de mieloma. Dessas, apenas uma
fusdo gerou clones positivos para PG e para o imundgeno, que também
eram especificos para PG. A partir disso, 1920 hibridomas foram
semeados. Varios hibridomas testaram positivos com peptideos
imunizantes, mas ndo com progastrina ou ndo eram especificos para
PG. Especificamente, 297 hibridomas mostraram um sinal positivo forte
para o peptideo imunizante (cerca de 15,5% de 1920), dos quais 124

também eram positivos para a ligacdo a progastrina (6,5%). Havia 36
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hibridomas ou 1,8% que eram positivos para progastrina, mas nao para
o imunogeno usado. Apenas 12 hibridomas dos 1920 semeados
forneceram anticorpos que se ligam especificamente a progastrina, mas
nao a outros produtos do gene de gastrina (0,6% do total de hibridomas,
3,6% dos clones que foram positivos para o peptideo e/ou progastrina
no primeiro rastreamento). Dos 12 clones selecionados, apenas 2 eram
estaveis o suficiente para serem estabelecidos como clones
permanentes e congelados para armazenamento a longo prazo.
Portanto, no segundo experimento, dos quase 2000 hibridomas
semeados, apenas 2 clones, 6B5B11C10 (que produz MAb 3 anti-hPG)
e 20D2C3G2 (que produz MADb 4), que produzem MAb3 e MAb4 anti-
hPG, respectivamente, foram recuperados, que expressam anticorpos
monoclonais capazes de se ligar a hPG e ao peptideo imunizante, que
possuem especificidade para progastrina sobre ou outros produtos do
gene de gastrina e alta afinidade por hPG. Ambos anticorpos
exemplificadores s&o do isotipo 1gG1.

[0200] Em um terceiro experimento, os camundongos foram
inoculados com 0 mesmo imunégeno como no segundo experimento.
As fusbes de células Sp2 de mieloma foram realizadas com
esplendcitos a dois camundongos com a resposta imune mais forte. Os
hibridomas foram semeados a partir das fusées (3840 hibridomas por
cada fusdo, por camundongo) e os sobrenadantes testados quanto a
ligacdo a PG e ao imundgenos, assim como a especificidade por PG.
De cada fusédo, 6 hibridomas mostraram especificidade por PG, a partir
dos quais 3 subclones foram selecionados que satisfizeram a selegao
posterior de crescimento, monoclonalidade, secre¢cao de anticorpo e
afinidade relativa. Portanto, em todos, 2,9% dos hibridomas testados
depois da semeadura (220/7680) eram positivos para PG e para o
imundgeno, dos quais 0,15% eram clones positivos (12/7680), os

subclones finais recuperados constituindo 0,15% dos hibridomas
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originais semeados (6/7680). Esse experimento gerou os hibridomas
1E9A4A4 (que produz MAb 15 anti-hPG), 1E9D9B6 (que produz MAb
16 anti-hPG), 1C8D10F5 (que produz MAb 17 anti-hPG), 1A7C3F11
(que produz MAb 18 anti-hPG), 1B3B4F11 (que produz MAb 19 anti-
hPG), e 1C11F5E8 (que produz MAb 20 anti-hPG).

[0201] A tabela abaixo mostra o numero de clones semeados para
cada experimento, o imundégeno usado e 0 numero e o percentual de
hibridomas que produzem anticorpos monoclonais que reconheceram o

imundgeno e a progastrina de extensdo completa.

Tabela 3
Exp. {Imunégeno Clones  |Sobre- Clones Subclones
semeados |nadante de especificos |especificos
hibridoma |para PG para PG, que
PG+ produzem
lgG
1 |(SEQ ID NO: 26)-Ahx-Cys-|2304 17 (0,74%) {9 (0,39%) |2 (0,087%)
BSA
2  |(SEQ ID NO: 26)-Ahx-Cys-|1920 124 (6,5%) |12 (0,6%) |2 (0,1%)
KLH
3  |(SEQ ID NO: 26)-Ahx-Cys-|7680 220 (2,9%) 12 (0,15%) |6 (0,1%)
KLH

Anticorpos monoclonais C-terminais contra progastrina

[0202] Anticorpos monoclonais C-terminais foram gerados contra
um antigeno que contém os residuos 55 a 80 de hPG ligada a KLH ou
DT por meio de um ligante Cys-Ahx-Ahx da extremidade N-terminal do
residuo 26 do antigeno (Cys-Ahx-Ahx-QGPWLEEEEEAYGWMDF-
GRRSAEDEN (SEQ ID NO: 96)). As tentativas para gerar os hibridomas
com um antigeno menor contendo apenas os residuos 70 a 80 de hPG,
Cys-Ahx-Ahx-FGRRSAEDEN (SEQ ID NO: 97), conjugado com BSA ou

KLH, falharam em geral qualquer clone.
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[0203] Trés experimentos foram realizados. Nos primeiros dois
experimentos, nos quais foi usado o peptideo mais curto, nenhum
subclone foi recuperado. Especificamente, em um primeiro experi-
mento, 4 camundongos foram inoculados com um peptideo C-terminal
que corresponde a SEQ ID NO: 97, ligado a BSA. Nenhuma das fusdes
gerou qualquer hibridoma produtor de IgG. Em um segundo
experimento, 6 camundongos foram inoculados, 3 cada, com um
peptideo que corresponde a SEQ ID NO: 97 ligado a KLH na sua
extremidade N-terminal ou com um peptideo que corresponde a SEQ ID
NO: 97 ligado a KLH na sua extremidade C-terminal. Para o primeiro
imundégeno, as fusbes foram realizadas e os hibridomas foram
recuperados, mas nenhum subclone positivo para a ligacdo a PG e
especificidade por PG foi isolado. Para o segundo imunégeno, nenhum
dos camundongos desenvolveu uma resposta imune e nenhuma fusdo
foi realizada.

[0204] Em um terceiro experimento, um peptideo com 26
aminoacidos que inclui as sequéncias C-terminais ndo exclusivas para
hPG, foi usado. O imundgeno, que incluia um peptideo que corresponde
a SEQ ID NO: 96 ligada a KLH ou DT, foi injetado nos camundongos.
As fusdes a células Sp2 de mieloma foram realizadas com esplendcitos
dos dois camundongos que tiveram a resposta mais forte. 3840
hibridomas foram semeados a partir de uma fusao por camundongo. Do
total, de 7680 hibridomas rastreados, dos quais 382 (5%) eram positivos
para PG e especificos para PG, 13 (0,17%) subclones estaveis,
positivos foram recuperados: 1B4A11D11 (que produz MAb 5 anti-hPG),
1B6A11F2 (que produz MADb 6 anti-hPG), 1B11E4B11 (que produz MAb
7 anti-hPG), 1C10D3B9 (que produz MAb 8 anti-hPG), D8F5B3 (que
produz MAb 9 anti-hPG), 1E1C7B4 (que produz MAb 10 anti-hPG),
2B4C8C8 (que produz MAb 11 anti-hPG), 2B11E6G4 (que produz MAb
12 anti-hPG), 2C6C3C7 (que produz MAb 13 anti-hPG), 2H9F4B7 (que
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produz MAb 14 anti-hPG), 1F11F5E10 (que produz MAb 21 anti-hPG),
1F11F5G9 (que produz MAb 22 anti-hPG), e 1A11F2C9 (que produz
MADb 23 anti-hPG).

[0205] A tabela abaixo mostra o numero de clones semeados para
cada experimento, o imundégeno usado, o numero de hibridomas
rastreados, o numero e o percentual de hibridomas que produzem
anticorpos monoclonais que se ligam a PG e ao imundgeno, que sio
especificos para PG e reunem os critérios de selecdo (crescimento,
monoclonalidade, afinidade relativa, etc.) depois de trés rodadas de

subclonagem.

Table 4
Exp. {Imundégeno Clones |Sobrenadan |Clones  |Subclones
semea |te de|especifico |especificos  para
dos  |hibridoma |sparaPG [PG-, que produzem
PG+ lgG
1 |BSA-igante-(SEQ ID NO:|3072 {10(0,32%) |9(0,29%) |0
97)
2 |KLH- ligante -(SEQ ID|{1920 |27 (0,47%) |4(0,07%) |0
NO: 97)
(SEQIDNQ: 97)- ligante - 0 0 0
KLH
3  |KLH- ligante -(SEQ ID|3840 |192(5%) 17 (0,44%) {10 (0,26%)
NO: 96)
DT- ligante -(SEQ ID NO:|3840 |190 (4,95%) |13 (0,34%) |3 (0,08%)
96)

[0206] Os anticorpos monoclonais e os hibridomas estaveis a partir

dos quais eles séo produzidos, estdo detalhados na tabela abaixo:

Tabela 5
Anticorpo monoclonal Hibridoma Ig de Camundongo
MAD 1 43B9G11 lgG1
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Tabela 5

Anticorpo monoclonal Hibridoma Ig de Camundongo
MAb 2 WE5H2G7 lgG1
MAb 3 6B5B11C10 lgG1
MADb 4 20D2C3G2 lgG1
MAb 5 1B4A11D11 lgG1
MADb 6 1B6A11F2 lgG1
MAb 7 1B11E4B11 lgG1
MAb 8 1C10D3B9 lgG1
MAb 9 1D8F5B3 lgG1
MAb 10 1E1C7B4 lgG1
MAb 11 2B4C8C8 lgG1
MAb 12 2B11E6G4 lgG1
MAb 13 2C6C3C7 lgG1
MAb 14 2HIF4B7 lgG1
MADb 15 1E9A4A4 lgG1
MADb 16 1E9D9B6 lgG1
MAb 17 1C8D10F5 N.D.
MAb 18 1A7C3F11 lgG2
MAb 19 1B3B4F11 lgG2
MAb 20 1C11F5E8 lgG2
MADb 21 1F11F5E10 lgG2
MAb 22 1F11F5G9 lgG2
MAb 23 1A11F2C9 lgG2

[0207] As linhagens celulares de hibridoma 1B4A11D11 (MAb 5, no.
de registro CNCM 1-4371), 1B6A11F2 (MAb 6, no. de registro CNCM I-
4372), 1B11E4B11 (MAb 7, no. de registro CNCM 1-4373), 2B4C8C8
(MAb 11, no. de registro CNCM [-4374), 2B11E6G4 (MAb 12, no. de
registro CNCM 1-4375), e 1E9A4A4 (MADb 15, no. de registro e CNCM

[-4376) foram depositadas de acordo com o Tratado de Budapeste e
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recebidas em 6 de outubro de 2010 pela Collection Nationale de
Cultures de Microorganisms (CNCM), Institut Pasteur, Paris, Franga.
Clonagem e sequenciamento de anticorpos monoclonais anti-hPG
[0208] Os anticorpos monoclonais produzidos pelos hibridomas
podem ser clonados e sequenciados usando técnicas conhecidas por
aqueles versados na técnica. Os anticorpos monoclonais dos
hibridomas listados na Tabela 5 acima foram sequenciados como
descrito abaixo.

[0209] As sequéncias que codificam os anticorpos monoclonais
produzidos pelos hibridomas 6B5B11C10 e 20D2C3G2 foram clonadas
e sequenciadas usando técnicas padronizadas. Resumidamente, oRNA
total foi isolado a partir de peletes de células congeladas usando o
reagente RNABee, no. de catalogo da AMSBio CS-104B, usado de
acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA para as regides V foi
preparado a partir de mRNA usando a reagao em cadeia da polimerase
com transcriptase reversa (RT-PCR), seguida pela amplificacédo rapida a
5’ das extremidades de cDNA (RACE). A sintese de cDNA foi realizada
usando iniciadores especificos para a regiao constante, depois do que o
produto da primeira fita foi purificado e foi usada a desoxinucleotideo
transferase para adicionar caudas homopoliméricas as extremidades 3’
do cDNA. As sequéncias "com cauda" de cDNA foram entdo amplificadas
por PCR usando pares de iniciadores, um par para cada cauda
homopolimérica e para a regido Vx ou Vi, respectivamente. Os produtos
de PCR da regido variavel da cadeia pesada e leve foram ent&o clonados
em um vetor de clonagem "TA" (p-GEM-T easy, Promega cat. no A 1360)
e sequenciados usando procedimentos padronizados. Veja FIG. 2A-B
(MADb 3), FIG. 2C-D (MAb 4).

[0210] As sequéncias que codificam os anticorpos monoclonais
produzidos pelos hibridomas 1C10D3B9, 2C6C3C7, 1B3B4F1, e

1E9D9B61 foram determinadas como se segue. O RNA total foi isolado
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de péletes de célula congelada usando o kit RNAqueous®-4PCR kit
(Ambion cat. No. AM1914) usado de acordo com as instrugbes do
fabricante. O mMRNA da regido V da cadeia pesada foi amplificado
usando um conjunto de seis pools de iniciador degenerado (HA a HF) e
o mMRNA da regido V da cadeia leve foi amplificado usando um conjunto
de oito pools de iniciador degenerado, sete para o cluster k (KA a KG) e
um para o cluster A (LA). O cDNA das regides variaveis foi preparado a
partir de mRNA usando RT-PCR. A sintese de cDNA foi realizada
usando iniciadores especificos para a regido constante, seguida pela
PCR usando pools de iniciadores degenerados para as sequéncias de
sinal 5’ de murino e iniciadores para as regides constantes 3’ para cada
um de IgGVH, IgkVL e IgAVL. (Jones et al., 1991, Rapid PCR cloning of
full-length mouse immunoglobulin variable regions, Bio/Technology
9:88-89). Os produtos de PCR da regido variavel de cadeia leve e
pesada foram entdo clonados em um vetor de clonagem "TA" (p-GEM-
T easy, Promega cat. no A 1360) e sequenciados usando
procedimentos padronizados. Veja FIGs. 2E-F (MADb 8), 2G-H (MAb 13),
21-J (Mab 16), e 2K-L (Mab 19).

Exemplo 2: Afinidade de ligagcao de anticorpos anti-hPG

A. Afinidade Relativa

[0211] A afinidade relativa de anticorpos monoclonais exemplifi-
cadores foi medida usando o método ELISA descrito acima, no qual os
pocos foram revestidos com uma solucédo de peptideo contendo 50 ng
de progastrina e depois incubados na presenga de concentracdes

crescentes de cada um dos anticorpos monoclonais como a seguir:

Anticorpo monoclonal Faixa de concentragao
testada
Anticorpos monoclonais N-terminais MAbs 1-4 anti-hPG 0,001-1 ug/mL

Anticorpos monoclonais N-terminais MAbs 3, 15-20 anti-hPG 0,1-100 ng/mL
Anticorpos monoclonais C-terminais MAbs 5-14, 21-23 anti-hPG  |0,03-30 ng/mL
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[0212] A FIG 3A mostra a afinidade relativa de quatro anticorpos
monoclonais anti-hPG, MAbs 1-4 testados em concentracdes de 1
ng/mL a 1 pg/mL. A FIG 3B mostra a afinidade relativa de anticorpos
monoclonais N-terminais anti-hPG MAbs 3 e 15-20 testados em
concentracdes de anticorpo de 0,1 a 100 ng/mL. A FIG. 3C mostra a
afinidade relativa de anticorpos monoclonais C-terminais anti-hPG
MADbs 5-14 e 21-23 testados em concentracdes de anticorpo de 0,03 a
30 ng/mL.

B. Medidas de constante de afinidade

[0213] Para fornecer uma quantificagdo mais absoluta da afinidade
para os anticorpos monoclonais, as constantes de afinidade foram
medidas usando a Proteon Technique (BioRad), de acordo com Nahshol
et al., 2008, Analytical Biochemistry 383:52-60, incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade. Resumidamente, um anticorpo anti-lgG de
camundongo (50 pg/mL) foi revestido primeiro em um chip sensor,
tornando seguro que o sinal detectado pelo chip depois da injecao de
anticorpo caisse entre 10.000 e 11.500 RU (unidades de resposta). O
anticorpo monoclonal de murino a ser testado foi injetado depois
(concentragdes tipicas: 30 pg/mL). A ligacao suficiente do anticorpo a
ser testado foi determinada com base em um sinal adicional de pelo
menos 500 RU sobre o chip sensor. Uma interacéo ao longo do tempo
entre anticorpos monoclonais anti-progastrina e progastrina foi medida
pela injecdo de concentracdes variaveis de progastrina, por exemplo,
200, 100, 50, 25 e 12,5 nM e o nivel de associagado detectado.
Tipicamente, varios canais estdo disponiveis para testar multiplos
anticorpos em paralelo em um unico experimento, tornando possivel
ensaiar a ligagao de anticorpos de teste em concentragdes variaveis de
PG em paralelo. Tipicamente, um canal & reservado para um anticorpo
monoclonal de murino que ndo seja especifico para PG, como um

controle para a ligagdo nao especifica e outro canal é inoculado com
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uma diluicdo apenas de tampao como uma linha de base para o sinal
de fundo. Geralmente, nenhuma ligacdo é detectavel nos canais
injetados com anticorpo de murino ndo especifico. Os anticorpos que
exibem um alto nivel de associacdo nessa configuracdo, que pode
resultar na saturagdo do anticorpo monoclonal capturado pela
progastrina, podem ser testados contra concentragdes menores de
progastrina (50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 nM), permitindo uma medida
mais refinada.

[0214] As constantes de afinidade (KD) foram calculadas como a
razao entre a constante de dissociacéo (kd) e a constante de associacéo
(ka). Os valores experimentais foram validados pela analise da
similaridade estatisticamente relevante entre curvas experimentais
baseadas nas medidas de ligacdo e nos perfis tedricos. O modelo
matematico usado nos experimentos Proteon para selecionar se as
curvas experimentais se ajustam com o modelo tedrico foi 0 modelo de
Langmuir, baseado na interacdo 1:1 entre as moléculas de progastrina

e anticorpos monoclonais anti-progastrina.

Tabela 6

Anticorpo Monoclonal Constante de afinidade medida Kd (M)
MADb 1 Anti-hPG 2,5 UM (2,5 x10-6M)
MADb 2 Anti-hPG 185 nM (1,85 x10-7M)
MADb 3 Anti-hPG 6,4 nM (6,4 x10-9M)
MADb 4 Anti-hPG 3,5nM (3,5 x10-9M)
MADb 5 Anti-hPG 13 pM (1,30 x10-11M)
MADb 6 Anti-hPG 0,6 nM (6,38 x10-10M)
MADb 7 Anti-hPG 58 pM (5,84 x10-11M)
MADb 8 Anti-hPG 0,1 nM (1,08 x10-10M)
MADb 10 Anti-hPG 3,6 M (3,62 x10-9M)
MADb 11 Anti-hPG 0,3nM (3,12 x10-10M)
MADb 12 Anti-hPG 0,4 nM (4,43 x10-10M)
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Tabela 6

Anticorpo Monoclonal

Constante de afinidade medida Kd (M)

MAD 13 Anti-hPG

0,6 nM (6,12 x10-10M

MAD 14 Anti-hPG

MAD 15 Anti-hPG

0,2nM (2,11 x10-10M

MAD 16 Anti-hPG

)
6,8 pM (6,86 x10-12M)
)
)

0,2nM (2,78 x10-10M

MAD 17 Anti-hPG

MAD 18 Anti-hPG

1,2 nM (1,24 x10-9M)

MAD 19 Anti-hPG

0,7 nM (7,79 x10-10M)

MAb 20 Anti-hPG

0,2nM (2,47 x10-10M)

MAb 21 Anti-hPG

(
(
(
(
8,3nM (8,29 x10-9M)
(
(
(
(

3,9 nM (3,90 x10-9M)

MADb 22 Anti-hPG

5nM (4,94 x10-9M)

Anti-hPG MAb 23 0,4 uM (3,99 x10-7M)
Exemplo 3: Agregacao de anticorpos anti-hPG

[0215] A agregacao de anticorpos pode reduzir a eficacia terapéutica
pela reducdo da quantidade de anticorpo disponivel para se ligar a
proteina alvo. Os anticorpos com niveis muito baixos de agregacédo sao
preferiveis para as aplicagdes terapéuticas. Cada lote de anticorpo
variaréa comparado com outros lotes do mesmo anticorpo monoclonal. E
geralmente desejavel usar lotes com agregacao baixa. Para quantificar a
agregacao de anticorpo, solugdes de anticorpo foram colocadas em um
espectrofluorimetro (Photon Technology International) e irradiadas a 280
nm. A difusdo foi medida a 280 nm, enquanto que a emissao devida a
aminoacidos aromaticos (a maioria de triptofanos) foi medida a 330 nm.
O nivel de agregacgao foi quantificado entdo pelo calculo da proporcao
entre os valores medidos de OD a 280 nm versus 330 nm, como descrito
em Nominé et al., 2003, Biochemistry 42: 4909-4917. Uma proporcao
maior do que 280/330 nm indica uma quantidade maior de agregagao. A
concentracao de anticorpos usada foi de 15 ug/mL, 5 a 15 vezes acima

daquela usada para os tratamentos in vitro.
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[0216] Os resultados sdo mostrados na Tabela 7 abaixo e na FIG.

14.
Tabela 7
Amostra Proporcao 280/330 nm
Albumina Sérica Bovina (n=1) 6,4
MADb 1 Anti-hPG (n=1) 15,42
MADb 2 Anti-hPG (n=2) 9,81
MADb 3 Anti-hPG (n=2) 3,08
MADb 4 Anti-hPG (n=2) 1,94
Exemplo 4: Especificidade de ligacao de anticorpos monoclonais

anti-hPG

[0217] PG é apenas um dos produtos de peptideo do gene da
gastrina. Outros produtos do gene da gastrina possuem papéis na
homeostase normal, mas € o papel de PG em CRC que a torna um
alvo util para os propdsitos terapéuticos e diagnésticos. Os anticorpos
monoclonais aqui descritos sdo especificos para a progastrina de
extensao completa sobre todos os outros peptideos que resultam da
expressdo e do processamento do gene de gastrina, tal como
gastrinas estendida com glicina (G17-gly), amidada (Gastrina 17) e o
peptideo flanqueador C-terminal (CTFP). Esses peptideos estéo
presentes na circulagcdo. A especificidade de ligacdo de anticorpos
monoclonais anti-hPG foi determinada pelo ensaio dos anticorpos
contra a progastrina humana e outros peptideos derivados do gene
de gastrina, usando o ensaio ELISA descrito acima no Exemplo 1.
[0218] Especificamente, os pogos revestidos com uma solugéo
contendo um dos seguintes peptideos nas quantidades indicadas:
progastrina, hemocianina de keyhole limpet (KLH), gastrina-17 amidada
(G17), gastrina 17 estendida com glicina (Ggly) ou Peptideo
Flanqueador C-terminal (CTFP):
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Peptideos rastreados Quantidade de teste
50 ng (exp. 1)
Progastrina Recombinante
25ng (exp. 2)
Gastrina | Humana amidada (G-17) 50 e 250 ng
gastrina 17 estendida com glicina (G17-Gly) 50 e 250 ng
KLH 50 e 250 ng
Peptideo flanqueador C-terminal (CTFP) 50 e 250 ng

[0219] Em um primeiro experimento, 3 ng/mL (0,3 ng) de Mab 3 anti-
hPG e 1 pg/mL (0,1 pg) de cada um dos MAbs 1, 2, e 4 anti-hPG foram
usados. Veja a FIG 5A. Em um segundo experimento, a especificidade
de ligacao de MAbs 5 a 14 e 21-23 anti-hPG foi testada a 0,3 ng/mL,
veja FIG 5B, a especificidade de ligacao de MAbs 3, 15-20 anti-hPG foi
testada a 1 ng/mL, veja FIG 5C.

[0220] Os anticorpos apresentaram uma reacdo fraca a grandes
quantidades deKLh que foi acoplada ao peptideo antigénico usado em
alguns dos imundgenos para imunizar os camundongos no Exemplo 1
acima. Nao houve efeito detectavel de BSA sobre a ligacdo de PG de
quaisquer anticorpos, incluindo aqueles surgidos contra os imunégenos
que incluiam BSA como veiculo.

[0221] Todos os anticorpos apresentaram alta especificidade pela
ligacdo a hPG de extensdo completa (testada a 50 e depois 25 nQ)
quando comparada com outros peptideos derivados do gene da
gastrina, tais como gastrina-17 amidada, gastrina 17 estendida com
glicina e o peptideo flanqueador C-terminal, um peptideo com 5
aminoacidos que € clivado da progastrina durante o processamento
normal do polipeptideo para formar a gastrina. Os anticorpos
exemplificadores ndo mostraram ligacdo detectavel (sinal acima do
fundo de "PBS isolado") a qualquer um dos peptideos derivados do
gene de gastrina diferentes de hPG.

Exemplo 5: Ensaio de Competicao
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[0222] A habilidade de um anticorpo monoclonal anti-hPG em
competir com um anticorpo policlonal anti-hPG pela ligacdo a
progastrina foi determinada usando um ELISA com um anticorpo anti-
hPG de "captura" e um anticorpo anti-hPG de "detecc¢do". O MAb 3
anti-hPG foi ensaiado como a seguir: placas de 96 pogos foram pré-
revestidas com anticorpos policlonais C-terminais para progastrina,
originados contra um peptideo que consiste nos residuos 71 a 80 de
hPG. As placas foram entdo incubadas com 100 pm de progastrina,
seguida pela adicdo de 10 ug/mL de anticorpo policlonal N-terminal
anti-hPG biotinilado, originado contra um peptideo que consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 e concentracdes
crescentes do anticorpo monoclonal MAb 3 anti-hPG. A ligacdo do
anticorpo policlonal N-terminal anti-hPG biotinilado foi detectada pela
incubacdo das placas com estreptavidina-HRP seguido por OPD de
acordo com protocolos padronizados. A ligagcdo foi medida pela
quantificacdo da luminescéncia.

[0223] Os resultados mostram que concentragdes crescentes
(Mg/mL) de MAb 3 anti-hPG diminuem a habilidade de anticorpos
policlonais anti-hPG de se ligar a progastrina, mostrando que o anticorpo
monoclonal compete com o anticorpo policlonal. Veja a FIG. 6.
Exemplo 6: Mapeamento de epitopo

[0224] Os epitopos especificos ligados por anticorpos mono-
clonais exemplificadores foram mapeados usando a técnica SPOT e
o rastreamento de alanina, como descrito em Laune, D., et al., 2002,
J. Immunol. Methods 267:53-70 e Laune, D., 1997, J. Biol. Chem.
272:30937-30944, respectivamente. Na técnica SPOT, sequéncias de
peptideo com 15 aminoacidos que abrange um epitopo putativo séo
geradas e colocadas sobre uma membrana de nitrocelulose que é
entdao sondada com o anticorpo de teste para determinar a sequéncia

minima do epitopo reconhecida pelo anticorpo. O rastreamento de

Peticao 870210054436, de 17/06/2021, pag. 105/140



100/125

alanina é usado para determinar os residuos dentro de um epitopo
gue sao criticos para a ligacao ao anticorpo: cada residuo dentro de
um epitopo putativo € mutado um a um para uma alanina e os
peptideos contendo alanina sao entdo sondados com o anticorpo de
teste.

[0225] Familias de epitopos foram identificadas para anticorpos
exemplificadores da presente descricdo. Para anticorpos mono-
clonais N-terminais de MAbs 1-4 e 15-20 de hPG, os epitopos
compreendem pelo menos as seguintes sequéncias: DAPLG (SEQ ID
NO: 28), PDAPLG (SEQ ID NO: 29), PRSQQPD (SEQ ID NO: 30),
WKPRSQQPD (SEQ ID NO: 31), ou WKPRSQQPDAPLG (SEQ ID

NO: 32), como mostradas na Tabela 8 abaixo.

Tabela 8

MAb Antigeno peptidico de PG:SWKPRSQQPDAPLG SEQID NO
MADb 2 WKPRSQQPDAPLG 32
MAbD 4 WKPRSQQPDAPLG 32
MAb 1 PDAPLG 29
MAb 3 DAPLG 28
MAb 17 WKPRSQQPD 31
MAb 18 WKPRSQQPD 31
MAb 19 WKPRSQQPD 31
MAb 20 WKPRSQQPD 31
MAb 15 PRSQQPD 30
MAb 16 PRSQQPD 30

[0226] Para os anticorpos monoclonais C-terminais de MAbs 5-7, 9-
12, 14 e 21-23 de hPG, os epitopos compreendem pelo menos as
seguintes sequéncias: FGRR (SEQ ID NO: 33), MDFGR (SEQ ID NO:
34), AEDEN (SEQ ID NO: 35), e GWMDFGRR (SEQ ID NO: 36), como

mostradas na Tabela 9 abaixo.
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Tabela 9
MAb Antigeno peptidico de PG: SEQID NO
QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN

MAb 14 |GWMDFGRR 36
MAb 11  |MDFGR 34
MAb 5 FGRR 33
MAb 6 FGRR 33
MAb 7 FGRR 33
MAb 9 FGRR 33
MAb10 |FGRR.E 33
MAb12 |FGRR 33
MAb 23  |AEDEN 35

Exemplo 7: Atividade neutralizante de anticorpos anti-hPG sobre
linhagens celulares de cancer

(A) Atividade neutralizante de anticorpos monoclonais anti-hPG

[0227] Os anticorpos monoclonais anti-hPG diminuem a sobrevida
celular em linhagens celulares de cancer colorretal representativas. As
linhagens celulares de cancer colorretal adequadas sao conhecidas na
técnica. Por exemplo, HCT116, LS174T, SW480, e SW620 s&o
linhagens celulares comumente usadas para estudar o cancer de colon,
que produzem e secretam a progastrina. Os anticorpos monoclonais
para PG foram testados quanto a sua habilidade em inibir a proliferacédo
nessas diferentes linhagens celulares. A sobrevida de células de cada
uma de HCT116, LS174T, SW480, e SW620 foi testada usando
diferentes anticorpos monoclonais anti-hPG.

[0228] Para cada experimento, 50.000 células foram semeadas em
placas de 6 pogos em meio que contém soro fetal bovino e incubadas
por 8 horas. As células foram privadas de soro por uma noite e,
comecgando 24 horas depois da semeadura (tempo "TO"), as células

foram tratadas em duplicatas a cada 12 h por 48 horas, na auséncia de
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soro fetal bovino, com 1 yg/mL de anticorpos monoclonais de controle
(anti-lgG1 humana de camundongo, Calbiochem, Ref #411451) (CT
mAD), ou com 1 ug/mL de MAb 1-4 anti-hPG como indicado. Depois da
quantificagao adicional de anticorpos monoclonais, os anticorpos foram
determinados terem sido usados em aproximadamente 3 a 5 uyg/mL. O
numero de células em TO foi contado em um poco de controle, para cada
experimento. Para células HCT116, os experimentos foram conduzidos
na presencga de 0,5% de soro fetal bovino. 48 horas depois do inicio do
tratamento, o numero de células sobreviventes em cada poco foi
contado trés vezes em um experimento as cegas. A reducdo na
proliferacao ou sobrevida de célula de CRC foi determinada pelo calculo
das células tratadas com MAB anti-hPG sobreviventes como um
percentual de células tratadas com MAb de controle. As contagens
celulares no inicio do tratamento (TO) foram subtraidas das contagens
de teste e de controle medidas em 48 horas. Especificamente, o numero
de células vivas em ambos os pocos tratados com MAb de controle e
anti-hPG foi contado com 48 horas, depois a diferenca entre cada
contagem celular e a contagem celular determinada em TO foi calculada.
O numero resultante de células tratadas com MAB anti-hPG foi entédo
expresso como um percentual do numero de células tratadas com MAb
de controle.

[0229] A FIG. 7A-C mostra o efeito de MAb 3 anti-hPG e MAD 4 anti-
hPG sobre a sobrevida de células SW480, células LS174T e células
HCT116 de experimentos representativos. Os resultados sdo a média
+/- S.E. de 4 pocos originados de dois experimentos independentes. O
tratamento com os anticorpos monoclonais anti-hPG reduziu
significativamente o numero de células comparado com o tratamento
com o anticorpo de controle. A significancia estatistica foi determinada
usando um teste T de Student: * = p<0,05, ** = p<0,01, e *** = p<0,001.

Em cada linhagem celular, os anticorpos anti-hPG reduziram a
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sobrevida celular. Em uma linhagem celular, LST174T, os numeros
celulares no final de 48 horas de tratamento com anticorpos anti-hPG
eram menores do que 0s numeros celulares no inicio do experimento,
sugerindo que os anticorpos induziram as células a morrer, em adi¢cao
a inibicao da proliferacao celular.

[0230] A Tabela 10 mostra o percentual de sobrevida de células de
cancer colorretal SW480 tratadas com cada um dos quatro anticorpos
monoclonais anti-hPG quando comparados com um anticorpo

monoclonal de controle (anti-lgG1 humana de camundongo, Calbiochem,

Ref #411451) (CT mADb).

Tabela 10

SW480 Numeros p (Tratada vs Controle)Mann
% de controle

(T0 =26 667) celulares - T0 Whitney, bicaudal

mADb controle 36050 +/- 3228

MAb 1 Anti-hPG  [30425 +/-3098 |84 /4 0,3556

MAb 2 Anti-hPG 28925 +/- 2757 (80,2 0,0476

MADb 3 Anti-hPG {6050 +/- 1788 16,8 <0,0001

MAb 4 Anti-hPG  [17560 +/- 3439 48,7 0,0002

[0231] Quando comparado com o controle, o tratamento com
anticorpos monoclonais anti-hPG reduz a sobrevida de células de
cancer em 83,2% (MAb 3 Anti-hPG), 51,3% (MAb 4 Anti-hPG),19,8%
(MAb 2 Anti-hPG), e 15,6% (MAb 1 Anti-hPG).

[0232] As tabelas abaixo mostram o percentual de sobrevivéncia de
células LS174T e HCT-116 tratadas como MAb 3 e 4 anti-hPG quando
comparados com o anticorpo monoclonal de controle. Os dados estao

representados graficamente nos painéis correspondentes da FIG. 7.

Tabela 11

HCT-116 p (Tratada vs Controle)Mann
Numeros celulares - T0|% de controle| _

(T0 =42 750) Whitney, bicaudal

MADb de controle |151 250 +/- 9071
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Tabela 11
HCT-116 p (Tratada vs Controle)Mann
Numeros celulares - T0|% de controle| _
(T0 =42 750) Whitney, bicaudal
MADb3 62 750 +/- 9194 41,5 % <0,0001
MADb4 82 250 +/-7435 54,4 % <0,0001
Tabela 12
LS 174T Numeros p (Tratada vs Controle)Mann
% de controle _ _
(T0O=51666) |celulares-T0 Whitney, bicaudal
MAD de controle |85 334 +/- 7520
MAD3 -6666 +/- 5000  |-8 % 0,0084
MADb4 +8334 +/-2500 |7 % 0,0085
[0233] Sob condigbes de ensaio in vivo, a inibigdo completa do

crescimento celular ndo € esperada. Em cultura celular, a progastrina é
continuamente secretada pelas células de cancer e se acumula no meio
de cultura celular. Os niveis de progastrina sdo esperados aumentar ao
longo do tempo mais do que ocorreria em circulagdo no corpo,
aumentando a propor¢ao de proteina alvo para anticorpo e diluindo o efeito
neutralizante dos anticorpos. Portanto, o efeito neutralizante observado
com os anticorpos in vitro € esperado ser mais acentuado in vivo, onde a
progastrina secretada pelas células tumorais é levada pela corrente
sanguinea, minimizando seu acumulo in situ.

[0234]

foi determinada em uma ou mais linhagens celulares de CRC SW620,

A inibigao da proliferagéo celular pelos MAbs 5 a 23 anti-hPG

HCT116 e LS47T. Os ensaios foram realizados em placas de 6 pogos
como descritos acima usando 5 ug/mL de anticorpos monoclonais de
controle ou de teste (anti-hPG). 50.000 células foram semeadas por
poco para HCT116 e LS174T e 100.000 para células SW620. As tabelas
abaixo fornecem o percentual de sobrevivéncia das células tratadas em
relacdo ao tratamento de controle dos experimentos representativos. Os

resultados médios estdo representados em graficos nas FIGs. 7G-| para
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Tabela 13
p (Tratada vs Controle)Mann
Numero de células -T0|% de controle
Whitney, bicaudal
Experimento 1
SW 620
(T0 =103 067)
MADb de controle |82 100 +/- 15489
MAb 5 54 511 +/-8292 66 % <0,0001
MADb 6 44367 +/- 9321 54 % <0,0001
MAb 7 49279 +/- 8009 60 % <0,0001
MADb 8 32673 +/- 4680 40 % <0,0001
MAb 9 73283 +/- 3835 89% 0,1305
MAb 10 70178 +/-4173 85 % 0,0618
Experimento 2
SW 620
(T0 =118 553)
MADb de controle |81 347 +/-6062
MAb 11 46 974 +/-7422 58 % 0,0003
MAb 12 52 980 +/- 10529 65 % 0,0002
MAb 13 38933 +/- 5284 48 % 0,0003
MAb 14 83 767 +/- 9484 103 % 0,21
MADb 21 59 497 +/- 2828 73 % 0,0002
MAb 22 64 227 +/- 7123 79 % 0,0013
MAb 23 83 914 +/- 5629 103 % 0,82
Experimento 3
SW 620
(TO =116 283)
MADb de controle | 101 333 +/- 17 626
MAb 15 66 052 +/-7739 65 % <0,0001

Peticao 870210054436, de 17/06/2021, pag. 111/140




106/125

Tabela 13
p (Tratada vs Controle)Mann
Numero de células -T0|% de controle
Whitney, bicaudal
MAb 16 58 883 +/- 9950 58 % <0,0001
MAb 17 76 688 +/- 5578 75,5 % 0,0014
MAb 18 75874 +/- 10129 75 % 0,0005
MAb 19 70242 +/- 10 851 69 % <0,0001
MAb 20 66 470 +/- 7557 66 % <0,0001
Tabela 14

Numero de células -T0

% de controle

p (Tratada vs Controle)Mann

Whitney, bicaudal

Experimento 1

LS 174T

(T0 =60 944)

MAD de controle [107 956 +/- 5859

MAb 13 62 341 +/- 10 683 58 % 0,0003
MADb 16 65 389 +/- 8185 61 % 0,0002
Experimento 2

LS 174T

(TO =86 389)

MADb de controle |241 711 +/- 11 620

MAb 14 246 444 +/- 19563 102 % ns
MAb 19 204 433 +/- 8946 84,5 % 0,0005
Experimento 3

LS 174T

(T0 =79 667)

MAD de controle [135 800 +/- 18 338

MADb 8 57 333 +/- 12657 42 % <0,001
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Table 15
Numero de células - p (Tratada vs Controle)Mann
TO 'a de controle Whitney, bicaudal

Experimento 1

HCT-116

(T0 = 49 286)

MADb de controle |78 214 +/- 6230

MAb 13 28 805 +/- 3477 36 % <0,0001

MAb 16 56 484 +/- 8333 2% <0,0001

MAb 19 68 945 +/- 8795 88 % 0,0302

Experimento 2

HCT-116

(T0 =60 944)

MAD de controle |122 456 +/-1697

MAb 8 75 867 + /- 15627 62 % <0,0001

MAb 16 87011 +/- 5091 1% <0,0001

(B) Atividade neutralizante de anticorpos policlonais anti-hPG

[0235] Os ensaios foram conduzidos como descrito acima, com as
seguintes modificagdes. Um anticorpo policlonal N-terminal anti-hPG
como descrito no Exemplo 5 foi usado. Como controle, 3 ug/mL de
anticorpo policlonal (IgG Policlonal de Coelho anti-humana, Affinity
BioReagents, Ref #SA1-600) (CT pAB) foram usadas. Para os
tratamentos anti-PG, 3 pg/mL de anticorpo policlonal foram usadas para
todas as linhagens celulares. SW480 e LS174T foram tradas com
anticorpos de controle ou policlonal anti-nPG N-terminal por 24 a 48 h
em DMEM sem FCS, enquanto que HCT116 foi tratada com anticorpos
policlonais anti-hPG por 48 h em DMEM com FCS 0,5%. As células
sobreviventes foram tripsinizadas e contadas, em comparagdo com as
células tratadas com uma concentracdo equivalente de anticorpo

policlonal de controle (anti-lgG humana).
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[0236] Os resultados dos experimentos representativos sao
mostrados nas tabelas abaixo e na FIG 7D-F. O tratamento com
anticorpos policlonais anti-hPG reduziu significativamente os numeros
celulares quando comparados com o tratamento com o anticorpo de
controle. A significancia estatistica foi determinada usando o teste T de
Student: * = p<0,05, ** = p<0,01, e *** = p<0,001. Os numeros celulares
sS40 expressos em relagdo ao numero de ceélulas em cultura no inicio do
experimento (TO). Para cada experimento, as células em cada um dos
4 pogos foram contadas trés vezes. Como com os anticorpos
monoclonais anti-hPG, a proliferacdo de célula de cancer colorretal é
inibido pelos anticorpos policlonais anti-hPG, demonstrando que os
efeitos anti-tumor vistos com os anticorpos policlonais para a
progastrina sdo razoavelmente preditivos de atividade de anticorpo

monoclonal no bloqueio do efeito da progastrina em células de cancer.

Tabela 16
Numero de p (Tratada vs Controle)Mann
% de controle _ _
células -T0 Whitney, bicaudal
Experimento 1
SW 480
(TO =26 667)
PAD de controle |37 580 +/- 4233
PG PAb 7833 +/- 3660 21% 0,0001
Experimento 2
HCT-116
(TO =58 750)
PAD de controle |105 350 +/- 8660
PG PAb 7833 +/- 3660 21% <0,05
Experimento 3
LS174T Numero de p (Tratada vs Controle)Mann
% de controle _ _
(T0=112500) |células-T0 Whitney, bicaudal
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Tabela 16
Numero de p (Tratada vs Controle)Mann
% de controle _ _
células -T0 Whitney, bicaudal
PAb de controle {207 500 +/- 10 000
PG PAb 102 500 +/- 5000 (49.5 % <0,01

Exemplo 8: Efeito neutralizante de anticorpos monoclonais anti-
hPG é eliminado quando os anticorpos sao pré-incubados com
hPG purificada

[0237] Para demonstrar que o efeito neutralizante dos anticorpos
monoclonais anti-hPG é mediado pela ligagdo a hPG, células LS174T
foram cultivadas na presenca de um anticorpo exemplificador — Mab 8
anti-hPG — que tinha sido pré-incubado com e sem PG. Como controles
positivo e negativo, as células foram cultivadas apenas com hPG,
apenas com um anticorpo de controle e o anticorpo de controle pré-
incubado com hPG.

[0238] Especificamente, MAb 8 anti-hPG 33,3 nM (5 pg/mL) foi
incubado por 1 hora a em temperatura ambiente com um excesso molar
de 20 vezes de hPG recombinante ou 667 nM (6,67 pg/mL). A
progastrina recombinante humana, preparada como descrito no
Exemplo 1, foi usada. Em paralelo, 33,3 nM (5 ug/mL) de anti-lgG1
humana de murino (General BioScience, no. de referéncia AB23420)
foram similarmente pré-incubados com e sem hPG.

[0239] 5000 células LS174T foram semeadas em cada po¢o de uma
placa de 96 pogos em meio contendo Soro Fetal bovino 10% e
incubadas por 8 horas, depois do que as células foram mudadas para
meio sem soro e cultivadas por outras 12 horas. Depois do crescimento
em meio sem soro por 12 horas, as células foram tratadas com um dos
seguintes a cada doze horas: anticorpo de controle, anticorpo de
controle pré-incubado com PG, MAb 8 anti-hPG sozinho, MAb 8 anti-

hPG pré-incubado com hPG e apenas hPG. 48 horas depois do primeiro
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tratamento, as células viaveis remanescentes foram quantificadas pela
incubacao das placas com Promega CellTiter 96 Aqueous One Solution
e registrando a absorbancia a 490 nM. A absorbancia medida das
células tratadas com o anticorpo monoclonal de controle ("MAb de
controle") foi ajustada para 100% e todos as outras condi¢cdes
experimentais medidas contra a absorbancia de células tratadas com

MADb de controle. Os resultados sdao mostrados na Tabela abaixo e na

FIG. 8.
Tabela 17
Absorbancia  |% de controle |p (Tratada VS

Controle)Mann Whitney,
bicaudal

tratamento s6 com PG (0,244 +/-0,088  132,5% 0,09 (n,s,)

MADb de controle 0,184 +/-0,084 [100% N,A,

MADb 8 Anti-hPG 0,057 +/-0,06  [31% 0,001

MADb de controle +thPG {0,321 +/-0,079  |174,5% 0,002

MAbS8 Anti-hPG + hPG (0,271 +/-0,076  |147,6% 0,0229

[0240] A adicao ou a incubacao de anticorpos com hPG aumenta o
numero de células em cultura. Em contraste, o tratamento das células
com MADb 8 anti-hPG sozinho induz uma reducgéo significativa no numero
de células viaveis. Portanto, a habilidade de anticorpos monoclonais
anti-hPG em neutralizar a atividade de PG é abolida pela adi¢cao de
hPG, que é considerada se ligar e saturar o anticorpo. Esse resultado
confirma a especificidade da atividade neutralizante de anticorpos
monoclonais anti-hPG.

Exemplo 9: Atividade anti-tumor in vivo de anticorpos anti-hPG
[0241] Varios modelos experimentais in vivo tém sido desenvolvi-
dos para o estudo do cancer colorretal. Estudos com xeno-enxerto de
camundongo, nos quais tecidos ou células do tumor de linhagens de

células de cancer humano sao transplantados em camundongo
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imunodeficiente (assim chamado de "nu"), tém sido desenvolvidos.
Pocard M., et al., In vivo (1996) 10(5): 463-469. Varios modelos de
camundongo transgénico tém sido desenvolvidos. Modelos de murino
incluem mutacgdes heterozigotas no gene da polipose adenomatosa
do colo (APC), tais como ApcM" Apc1638N, Apc716, ou ApcA14. O
gene supressor de tumor APC codifica uma proteina citossélica, APC
que, quando intacta, se liga e sequestra a [(B-catenina no citossol
dentro de um complexo de multiplas proteinas que direcionam a [3-
catenina para o proteassoma para a degradacdo, evitando dessa
maneira que a B-catenina ative o fator de transcri¢do Tcf-4 no nucleo.
Heyer et al., Oncogene 18:5325-5333 (1999). Camundongos APCA14
carregam uma delecao heterozigota do éxon 14 dentro do gene da
polipose adenomatosa do célon (APC). Similar ao que ocorre em mais
do que 70% dos pacientes com cancer colorretal esporadico, a perda
somatica da heterozigocidade (LOH) no segundo alelo de Apc ocorre
nas células intestinais, levando a uma ativagdo constitutiva do
complexo transcricional [B-catenina/Tcf-4 e ao desenvolvimento
espontdneo de tumores intestinais nesses animais. A origem
molecular desses adenomas e carcinomas, assim como a morfologia
do tumor (incluindo a vascularizacdo, a resposta inflamatéria e a
presenca de ceélulas imunes) com similaridade muito maior aquela de
tumores humanos comparados com modelos de xeno-enxerto em
camundongo, torna APCA14 um modelo altamente relevante para
estudos de terapia de cancer colorretal humano. Colnot et al., 2004,
Lab. Invest. 84:1619-1630. Outros modelos de camundongo
transgénico sao baseados em mutacdes de genes tais como MSH2,
MSH6, CDX2, K-RAS, assim como as linhagens que combinam
mutacdes em APC com mutacdes em outros oncogenes. Heyer et al.,
1999, Oncogene 18:5325-5333, Janssen KP et al., 2002,

Gastroenterology 123: 492-504. Esses modelos sdo amplamente
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usados para estudar o cancer colorretal e as hipoteses de teste com
relacédo ao tratamento do cancer colorretal.

[0242] Camundongos transgénicos que carregam uma delecao
heterozigota do éxon 14 com o gene da polipose adenomatosa do
colo (APCA14) serve como um modelo para o cancer colorretal,
desenvolvendo tumores similares aqueles encontrados em canceres
de cdélon humano. Em um primeiro experimento, camundongos
APCA14 foram tratados com uma preparagao contendo quantidades
iguais de anticorpos policlonais anti-hPG originados contra (1) um
peptideo que corresponde a SEQ ID NO: 25 e (2) um peptideo C-
terminal como descrito em Hollande et al., WO 07/135542.
Camundongos com 3,5 meses de idade foram tratados por 5 semanas
com um anticorpo policlonal de controle ou anticorpo policlonal anti-
hPG (dois camundongos por tratamento). Os anticorpos foram
administrados por injecéo intraperitoneal duas vezes por semana em
uma dose de 10 mg/kg (150 pl de volume de injec¢do). No final do
tratamento, os camundongos foram sacrificados e os intestinos foram
lavados com PBS, dissecados para imagem digital e fixados em para-
formaldeido 4% para analise histoquimica. O numero e as imagens
do tumor de tecido colorretal foram registrados.

[0243] A avaliagdo morfologica do tecido intestinal mostrou que
os anticorpos anti-hPG n&o afetam a renovagao do epitélio intestinal
saudavel de murino. Os tumores foram contados nos grupos de
tratamento e de controle. O numero total de tumores dos camun-
dongos tratados com anticorpos de controle foi de 27, quando
comparado com 4 nos camundongos tratados com anticorpos anti-
hPG. Portanto, os anticorpos anti-hPG reduzem a contagem de tumor
em mais do que 6,5 vezes quando comparados com o0s anticorpos de
controle enquanto ndo afetam a renovacédo do epitélio saudavel no

intestino do camundongo.
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[0244] Em um segundo experimento, o efeito dos anticorpos anti-
hPG em camundongos APCA14 e em camundongos normais (de
controle) (C57BL6J) foi examinado. Camundongos com 4 meses de
idade foram tratados duas vezes por semana por 6 semanas com
anticorpo policlonal de controle — soro de coelho anti-IgG humana
(Jackson ImmunoResearch (no. de referéncia 309-005-0089)- ou
anticorpo policlonal anti-hPG, por injecao intraperitoneal duas vezes por
semana em uma dose de 9 mg/kg (150 pl de volume de injegéo). Depois
de seis semanas de tratamento, duas horas antes do sacrificio, os
camundongos foram inoculados com Bromo-desoxi-uridina (BrdU) (2
mg por camundongo, injecao intraperitoneal). 6 camundongos APCA14
foram tratados com anticorpo policlonal anti-nPG e 4 com anticorpos
policlonais de controle. Nenhuma anormalidade intestinal foi detectada
em qualquer um dos camundongos de qualquer grupo, demonstrando
adicionalmente e seguranca e a auséncia de efeitos adversos de
anticorpos anti-hPG sobre o tecido intestinal normal.

[0245] Os numeros e o0 tamanho do tumor (altura e comprimento)
foram examinados em grupos tratados versus de controle de camun-
dongos APCA14. O tamanho do tumor foi determinado pelas medidas
das imagens tiradas dos intestinos de cada animal, preparadas como a
seguir. Os intestinos foram lavados como descrito acima, dissecados
longitudinalmente, embebidos em parafina e processados para a imuno-
histoquimica usando a técnica "Swiss roll". As medidas do cumprimento
e altura do tumor foram realizadas usando o programa Image J.

[0246] Os resultados sao mostrados na Tabela 18 e na FIG 8A e
B. Os resultados do tamanho do tumor mostram uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos tratados com controle e
tratados com hPG. A significancia estatistica foi determinada usando
um teste de Mann Whitney: * = p<0,05, ** = p<0,01, e *** = p<0,001.

Camundongos tratados com o anticorpo de controle exibiram um total
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de 125 tumores, com meédia de 31,25 tumores por camundongo.
Camundongos tratados com anti-hPG exibiram 46 tumores ou uma
meédia de 7,6 tumores por camundongo. Essa diferenca ¢é
estatisticamente significativa (teste de Mann-Whitney, P = 0,0095)
mostrando que os anticorpos anti-hPG reduzem significativamente o

numero de tumores de cancer colorretal in vivo.

Tabela 18

Tratamento (no. de camundongos)|Numero de tumores por camundongo

PAD de controle (4) 23 48 28 26
PADb Anti-hPG (6) 2 16 15 9 2 |2

[0247] Os anticorpos anti-hPG reduzem significativamente os
tumores de cancer colorretal in vivo como medido pela redugao do
numero de tumores e no tamanho do tumor em um modelo de murino
de cancer colorretal, sem qualquer efeito adverso aparente sobre o
epitélio colorretal normal. Portanto, o tratamento de tumores de cancer
colorretal com anti-hPG fornece um beneficio terapéutico in vivo.
Exemplo 10: Modelagem de anticorpos monoclonais anti-hPG
humanizados

[0248] Os anticorpos humanizados foram modelados "in silico" a
partir dos anticorpos monoclonais anti-hPG de murino MAbs 3, 4, 8, 13,
16 e 19. O desenho de anticorpos humanizados foi realizado de acordo
com a metodologia descrita em Lefranc et al., 2003, Dev. Comp.
Immunol. 27:55-77; Lefranc et al., 2009, Nucl. Acids Res. 37: D1006-
1012; Lefranc, 2008, Mol. Biotechnol. 40: 101-111. Para cada anticorpo
monoclonal de murino, as sequéncias de peptideo de Vi e VL
humanizadas correspondentes foram determinadas por: identificacdo da
CDR e das regides estruturais nas sequéncias de murino usando o banco
de dados IMGT-ONTOLOGY (Duroux et al., 2008, Biochimie, 90:570-
583; Giudicelli and Lefranc, 1999, Bioinformatics, 15: 1047-1054) and
IMGT® databases and tools (Ehrenmann et al., 2010, Nucl.Acids. Res.,
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38: D301-307; Brochet et al., 2008, Nucl.Acids. Res., 36: W503-508),
seguido pela identificacdo da sequéncia de aminoacidos das sequéncias
da regido estrutural humana mais proxima no IMGT/GENE-DB (Giudicelli
et al., 2005, Nucl.Acids. Res., 33: D256-261) e enxerto das sequéncias
de CDR de murino nas regides estruturais humanas. Mais
particularmente, as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos dos
dominios Vu e VL de murino foram analisadas usando IMGT/V-QUEST e
IMGT/ DomainGapAlign para delimitar as CDRs de murino e as regides
estruturais, definir as extensbes da CDR e identificar ancoras de
aminoacidos. Ancoras de aminoacidos s&o residuos na posi¢céo 26, 39,
55, 66, 104 e 118 de IMGT "Collier de Perles" que suportam as CDR1-
IMGT, CDR2-IMGT, CDR3-IMGT (Kaas and Lefranc, 2007, Current
Bioinformatics, 2: 21-30; Kaas et al., Brief. Funct. Genomic Proteomic,
2007, 6: 253-264). Os genes V humano (variavel) e J (de ligacdo) mais
préximos das sequéncias de murino foram identificados e os genes mais
adequados escolhidos. Aminoacidos individuais na regido estrutural de
murino eram mantidos se eles fossem considerados contribuir
possivelmente para a especificidade do anticorpo em comparagao com
estruturas 3D conhecidas (Kaas et al., 2004, Nucl. Acids. Res. 32: 208-
210) usando IMGT Collier de Perles sobre duas camadas.

[0249] CDRs de Vu para MAb 3 foram determinadas ter 8, 8, e 8
aminoacidos de extens&o para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O
gene da linhagem germinativa de camundongo mais proximo da
sequéncia de V4 de MAb 3, IGHV1-5*01, diferia em 10 residuos, 3
dos quais foram mapeados para as CDRs e foram mantidos no
modelo dos anticorpos monoclonais anti-hPG humanizados (129 em
CDR1, F56 e S65 em CDR2). Adicionalmente, V39, G55 e R66 foram
considerados potencialmente importantes para preservar a
especificidade e foram mantidos no modelo. O gene da linhagem

germinativa humana mais proximo era IGHV1-3*01 (63,3% idéntico a
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nivel de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 27
diferencas na sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram
encontradas entre os genes da linhagem germinativa de murino e
humana. Na regido estrutural 4, a Treonina-123 e Leucina-124 foram
substituidos por Leucina-123 e Valina-124, de modo a combinar com
o gene IGHJ1*01 humano. De modo geral, a V4 humanizada para
MADb 3 é 87,8% idéntica a regido variavel de IGHV1-46*03 e 88 dos
91 aminoacidos nas quatro regides estruturais sao idénticos.

[0250] CDRs de V. para MAb 3 foram determinadas ter 11, 3,e 9
aminoacidos de extens&o para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O
gene da linhagem germinativa de camundongo mais proximo com a
sequéncia de V. de MAb 3, IGKV1-117*01, diferiu em um unico
residuo mapeando uma regido estrutural. O gene da linhagem
germinativa humana mais proximo era IGKV2-30*02 (81% idéntico a
nivel de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 14
diferencas na sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram
encontradas entre os genes da linhagem germinativa de murino e
humana. Na regido estrutural 4, a Serina-120 foi substituida por
Glutamina-120, de modo a combinar com o gene IGKJ2*01 humano.
De modo geral, a sequéncia V« humanizada para MAb 3 é 93%
idéntica IGKV2D-49*02 e 87 dos 89 aminoacidos nas quatro regides
estruturais s&o idénticos.

[0251] As sequéncias projetadas de VHx e Vi s&o fornecidas na

tabela abaixo.

Tabela 19

SEQ ID|Sequéncia de aminoacidos cadeia
NO: vV

21 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTSYWVHWVRQAP |hVH3

GQRLEWMGGFYPGNSDSRYSQKFQGRVTITRDTSASTAYMEL
SSLRSEDTAVYYCTRRDSPQYWGQGTLVTVSS
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Tabela 19

SEQ ID|Sequéncia de aminoacidos cadeia
NO: vV

22 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWFQ  [(hVk3

QRPGQSPRRLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKVEIK

[0252] CDRs de VH para MADb 4 foram determinadas ter 8, 8, e 11
aminoacidos de extens&o para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O
gene da linhagem germinativa de camundongo mais préoximo da
sequéncia de V4 de MADb 4, IGHV1-9*01, diferia em 11 residuos, 4
dos quais foram mapeados para as CDRs e foram mantidos no
modelo dos anticorpos monoclonais anti-nPG humanizados (S35, S36
e S37 em CDR1, F56 em CDRZ2). Adicionalmente, D66 foi
considerado potencialmente importante para preservar a
especificidade e foi mantido no modelo. O gene da linhagem
germinativa humana mais préximo era IGHV1-46*03 (64,9% idéntico
a nivel de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 27
diferencas na sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram
encontradas entre os genes da linhagem germinativa de murino e
humana. Na regido estrutural 4, Alanina-128 foi substituida por
Serina-128, de modo a combinar com o gene IGHJ5*01 humano. De
modo geral, a V4 humanizada para MAb 4 € 91,8% idéntica a regido
variavel de IGHV1-46*03 e 90 dos 91 aminoacidos nas quatro regides
estruturais s&o idénticos.

[0253] CDRs de V. para MAb 4 foram determinadas ter 11, 3, e 9
aminoacidos de extens&o para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O
gene da linhagem germinativa de camundongo mais préximo com a
sequéncia de V. de MADb 4, IGKV1-110*01, diferiu em 3 residuos, 2
dos quais foram mapeados na CDR1 (Serina-34 e Valina-36) e foram

mantidos no desenho dos anticorpos monoclonais humanizados anti-
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hPG. O gene da linhagem germinativa humana mais proximo era
IGKV2-29*02 (81% idéntico a nivel de aminoacido baseado no
IGMT/DomainGapAlign). 11 diferengas na sequéncia das regides
estruturais 1 a 3 foram encontradas entre os genes da linhagem
germinativa de murino e humana. Os residuos E40 e F68 foram
mantidos na sequéncia humanizada projetada. Na regido estrutural 4,
a Serina-120 foi substituida por Glutamina-120, de modo a combinar
com o gene IGKJ2*01 humano. De modo geral, a sequéncia V
humanizada para MAb 4 é 92% idéntica IGKV2D-29*02 e 100%
idéntica nas quatro regides estruturais.

[0254] As sequéncias projetadas de Vy e Vi s&o fornecidas na
tabela abaixo.

Tabela 20

SEQ ID|Sequéncia de aminoacidos cadeiaV
NO:

23 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSSWMHWVRQAPG |hVH4
QGLEWMGIFLPGSGSTDYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELS
SLRSEDTAVYYCATDGNYDWFAYWGQGTLVTVSS

24 DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHSSGVTYLYWYL hVk4
QKPGQSPQLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCSQSTHVPPTFGQGTKLEIK

[0255] CDRs de Vy para MAb 8 foram determinadas ter 8, 8, e 10
aminoacidos de extenséo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene
da linhagem germinativa de camundongo mais proximo da sequéncia de
Vu de MADb 8, IGHV5-9-3*01, diferia em 5 residuos, 4 dos quais foram
mapeados para as CDRs e foram mantidos no modelo dos anticorpos
monoclonais anti-hPG humanizados. Os genes da linhagem germinativa
humana mais proximos eram IGHV3-21*01 e *02 (80,4% idénticos a nivel

de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 12 diferengas na
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sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram encontradas entre os genes
da linhagem germinativa de murino e humana. Na regido estrutural 4,
Serina-123 e Leucina-124 foram substituidas por Treonina-123 e Valina-
124, de modo a combinar com o gene IGHJ6*01 humano. De modo geral,
a Vi humanizada para MADb 8 é 92,8% idéntica a regi&o variavel de IGHV3-
21*01 e *02 e 100% idéntica nas quatro regides estruturais.

[0256] CDRs de V. para MAb 8 foram determinadas ter 11, 3, e 9
aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene
da linhagem germinativa de camundongo mais proximo com a sequéncia
de VL de MADb 8, IGKV2-109*01, diferiu em 6 residuos, 4 dos quais foram
mapeados na CDR1 e foram mantidos no desenho dos anticorpos
monoclonais humanizados anti-hPG. Os genes da linhagem germinativa
humana mais proximos eram IGKV2-28*01 e IGKV2D-28*01 (75%
idénticos a nivel de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 12
diferencas na sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram encontradas
entre os genes da linhagem germinativa de murino e humana. Na regido
estrutural 4, a Alanina-120, Leucina-124 e Leucina-126 foram substituidas
por Glicina-120, Valina-124 e Isoleucina-126, respectivamente, de modo a
combinar c4m o gene IGKJ2*01 humano. De modo geral, a sequéncia V«
humanizada para MAb 8 é 87% idéntica a IGKV2D-28*01 e IGKV2D-28*01
e 100% idéntica nas quatro regides estruturais.

[0257] As sequéncias projetadas de VHx e Vk s&o fornecidas na

tabela abaixo.

Tabela 21
SEQ ID NO: (Sequéncia de aminoacidos cadeia V
75 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFT hVH8a

FTTYAMNWVRQAPGKGLEWVSSISSGGT
YTYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMN
SLRAEDTAVYYCATQGNYSLDFWGQGTT
VTVSS
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Tabela 21

SEQ ID NO: (Sequéncia de aminoacidos cadeia V

76 DIVMTQSPLSLPVTPGEPA hVk8a
SISCRSSKSLRHTKGITFLD
WYLQKPGQSPQLLIYQMSNRASGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVG
VYYCAQNLELPLTFGGGTKVEIK

77 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAA hVH8b
SGFTFTTYAMSWVRQAPGKGLEWVS
SISSGGTYTYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTA
VYYCATQGNYSLDFWGQGTTVTVSS
78 DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC hVk8b
RSSKSLRHTKGITFLYWYLQKPG
QSPQLLIYQMSNRASGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAED
VGVYYCAQNLELPLTFGGGTKVEIK
79 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGF hVH8b
TFTTYAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSG
GTYTYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCATQGNYSLDFWGQGTTVTVSS
[0258] CDRs de Vx para MAb 13 foram determinadas ter 8, 8, e 7

aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene

da linhagem germinativa de camundongo mais proximo da sequéncia de
Vu de MAb 13, IGHV5-6-3*01, diferia em 10 residuos, 5 dos quais foram
mapeados para as CDRs e foram mantidos no modelo dos anticorpos
monoclonais anti-hPG humanizados. Os genes da linhagem germinativa
humana mais proximos eram IGHV3-7*01 e *02 (78,6% idénticos a nivel
de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 13 diferengas na

sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram encontradas entre os genes
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da linhagem germinativa de murino e humana. Na regido estrutural 4,
Treonina-123 e Leucina-124 foram substituidas por Leucina-123 e Valina-
124, de modo a combinar com o gene IGHJ4*01 humano. De modo geral,
a Vu humanizada para MAb 13 é 91,8% idéntica a regido variavel de
IGHV3-7*01 e *02 e 100% idéntica nas quatro regides estruturais.

[0259] CDRs de V. para MAb 13 foram determinadas ter 11, 3, e 9
aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene
da linhagem germinativa de camundongo mais proximo com a sequéncia
de VL de MADb 13, IGKV1-135*01, diferiu em um unico residuo, localizado
na regido estrutural. Os genes da linhagem germinativa humana mais
proximos eram IGKV2-30*01 e *02 (81% idénticos a nivel de aminoacido
baseado no IGMT/DomainGapAlign). 13 diferencas na sequéncia das
regides estruturais 1 a 3 foram encontradas entre os genes da linhagem
germinativa de murino e humana. Na regido estrutural 4, Leucina-124 foi
substituida por Valina-124, de modo a combinar com o gene IGKJ4*01
humano. De modo geral, a sequéncia V« humanizada para MAb 13 € 94%
idéntica a IGKV2-30*01 e *02 e 100% idéntica nas quatro regides
estruturais.

[0260] As sequéncias projetadas de VHx e Vi s&o fornecidas na

tabela abaixo.

Tabela 22

SEQ ID|{Sequéncia de aminoacidos cadeia V
NO:

80 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIFSSYGMSWVRQAP [hVH.13a

GKGLEWVANINTFGDRTYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARGTGTYWGQGTLVTVSS

81 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWFQ|hVk13a
QRPGQSPRRLIYLVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCWQGTHFPQTFGGGTKVEIK
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Tabela 22

SEQ ID|{Sequéncia de aminoacidos cadeia V
NO:

82 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIFSSYGMSWVRQ  |hVH13b

APGKGLEWVASINTFGDRTYYVDSVKGRFTISRDNAKNS
LYLQMNSLRAEDTAVYYCARGTGTYWGQGTLVTVSS
83 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNW  [hVk13b
FQQRPGQSPRRLIYLVSKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
RVEAEDVGVYYCWQGTHFPQTFGGGTKVEIK

[0261] CDRs de Vy para MAb 16 foram determinadas ter 8, 8, e 10

aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene

da linhagem germinativa de camundongo mais proximo da sequéncia de
V1 de MADb 16 de murino, IGHV1-53*01, diferia em 7 residuos, 2 dos quais
foram mapeados para as CDRs e foram mantidos no modelo dos
anticorpos monoclonais anti-hPG humanizados. Os genes da linhagem
germinativa humana mais proximos eram IGHV1-46*01 e*03 (71,4%
idénticos a nivel de aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). 25
diferencas na sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram encontradas
entre os genes da linhagem germinativa de murino e humana. Na regido
estrutural 4, Leucina-124 foi substituida por Valina-124, de modo a
combinar com o gene IGHJ6*01 humano. De modo geral, a VHy
humanizada para MAb 16 € 96,9% idéntica a regi&o variavel de IGHV1-
46*01 *03 e 100% idéntica nas quatro regides estruturais.

[0262] CDRs de V. para MAb 16 foram determinadas ter 11, 3, e 9
aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene
da linhagem germinativa de camundongo mais proximo com a sequéncia
de VL. de MAb 16 de murino, IGKV1-135*01, diferiu em 4 residuos
localizados na regido estrutural. Os genes da linhagem germinativa
humana mais proximo eram IGKV2-30*01 e *03 (79% idénticos a nivel de

aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign) que diferiam em um
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aminoacido na CDR1. 15 diferengas na sequéncia das regides estruturais
1 a 3 foram encontradas entre os genes da linhagem germinativa de
murino € humana. Na regido estrutural 4, a Glicina-120 foi substituida por
Glutamina-120, de modo a combinar com o gene IGKJ2*01 humano. De
modo geral, a sequéncia V« humanizada para MAb 1 & 94% idéntica
IGKV2D-30*01 e *02 e 100% idéntica nas quatro regides estruturais.
[0263] As sequéncias projetadas de Vy e Vi s&o fornecidas na tabela
abaixo.

Tabela 23

SEQ ID|Sequéncia de aminoacidos cadeia V
NO:
84 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPG hVH16a
QGLEWMGIINPSNGGTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSS
LRSEDTAVYYCTRGGYYPFDYWGQGTTVTVSS

85 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWFQQ hVk16a
RPGQSPRRLIYLVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAE
DVGVYYCWQGTHSPYTFGQGTKLEIK

86 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMYWVRQAPGQG |hVH16b
LEWMGIINPSNGGTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSE
DTAVYYCTRGGYYPFDYWGQGTTVTVSS

87 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLLDSDGKTYLYWFQQRP  |hVk16b
GQSPRRLIYLVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YYCWQGTHSPYTFGQGTKLEIK

88 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMYWVRQAPGQGL [hVH16¢
EWMGEINPSNGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSED
TAVYYCTRGGYYPFDYWGQGTTVTVSS

89 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLLDSDGKTYLYWFQQRP  |hVk16¢c
GQSPRRLIYLVSERDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YYCWQGTHSPYTFGQGTKLEIK

[0264] CDRs de VH para MAb 19 foram determinadas ter 9, 7, e 14
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aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene
da linhagem germinativa de camundongo mais proximo da sequéncia de
Vu de MAb 19, IGHV3-2*01, diferia em 5 residuos, 2 dos quais foram
mapeados para as CDRs e foram mantidos no modelo dos anticorpos
monoclonais anti-hPG humanizados. O gene da linhagem germinativa
humana mais proximo era IGHV4-30-4*01 (72,4% idéntico a nivel de
aminoacido baseado no IGMT/DomainGapAlign). Entretanto, como esse
gene € polimorfico, IGHV4-31*02 e *03 (71,4% idénticos a nivel de
aminoacidos baseado em IGMT/DomainGapAlign) foram selecionados. 21
diferencas na sequéncia das regides estruturais 1 a 3 foram encontradas
entre os genes da linhagem germinativa de murino e humana. Na regido
estrutural 4, Isoleucina-123 foram substituidas por Leucina-123, de modo
a combinar com o gene IGHJ4*01 humano. De modo geral, a VH
humanizada para MAb 19 é 91,9% idéntica a regi&do variavel de IGHV4-
31*02 e *03 e 100% idéntica nas quatro regides estruturais.

[0265] CDRs de V. para MAb 19 foram determinadas ter 7, 7, e 13
aminoacidos de extensdo para as CDR 1, 2 e 3 respectivamente. O gene
da linhagem germinativa de camundongo mais proximo com a sequéncia
de VL de MADb 19, IGLV3*01 diferiu em 8 residuos, 5 dos quais localizados
em uma CDR. Os genes da linhagem germinativa humana mais préximos
eram IGLV4-69*01 e *02 (69,9% idénticos a nivel de aminoacido baseado
no IGMT/DomainGapAlign). 23 diferengas na sequéncia das regides
estruturais 1 a 3 foram encontradas entre os genes da linhagem
germinativa de murino € humana. Na regido estrutural 4, Valina-124 foi
substituida por Leucina-124, de modo a combinar com o gene IGLJ3*01
humano. Alternativamente, o gene 1IGJK4*01 pode ser usado na regido
estrutural 4. De modo geral, a sequéncia V« humanizada para MAb 19 é
92,4% idéntica a IGLV4-69*01 e *02 e 100% idéntica nas quatro regides
estruturais.

[0266] As sequéncias projetadas de Vy e Vi sdo fornecidas na
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tabela abaixo.

Tabela 24

SEQ ID|Sequéncia de aminoacidos cadeia V
NO:

90 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWSWIRQH VH19a

PGKGLEWIGYISFSGYTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLK
LSSVTAADTAVYYCAREVNYGDSYHFDYWGQGTLVTVSS
91 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSQHRTYTIAWHQQQPEK  |Vk19a
GPRYLMKVKKDGSHSKGDGIPDRFSGSSSGAERYLTISSLQSE
DEADYYCGVGDAIKGQSVFVFGGGTKVEIK

92 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHP  [VH19%b
GKGLEWIGYISFSGYTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS
VTAADTAVYYCAREVNYGDSYHFDYWGQGTLVTVSS

93 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSQHRTYTIEWHQQQPEKG  |Vk19b
PRYLMKVKKDGSHSKGDGIPDRFSGSSSGAERYLTISSLQSED
EADYYCGVGDAIKGQSVFVFGGGTKVEIK

94 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHPGK |VH19¢
GLEWIGYISFSGYTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTA
ADTAVYYCAREVNYGDSYHFDYWGQGTLVTVSS

95 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSQHRTYTIEWHQQQPEKGP [Vk19¢c
RYLMEVKKDGSHSKGDGIPDRFSGSSSGAERYLTISSLQSEDE
ADYYCGVGDAIKGQSVFVFGGGTKVEIK

[0267] Todas as publicacdes, patentes, pedidos de patente e outros

documentos citados nesse pedido estdo incorporados por referéncia em
sua totalidade para todos os propdsitos na mesma extensao como se cada
publicacdo individual, patente, pedido de patente e outros documentos esti-
vessem indicados individualmente para serem incorporados pela referén-
cia para todos os propositos. Embora varias modalidades especificas
tenham sido ilustradas e descritas, sera apreciado que varias alteracdes

podem ser feitas sem se afastar do espirito e escopo da presente invencao.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal anti-hPG que se liga especificamente
a uma regiao C-terminal de progastrina humana (hPG), caracterizado pelo
fato de que compreende as seguintes CDRs V4 e Vi

CDR1 Vux de SEQ ID NO: 37, CDR2 VH de SEQ ID NO: 41,
CDR3 Vh de SEQ ID NO: 45, CDR1 V. de SEQ ID NO: 49, CDR2 V_de
SEQ ID NO: 52 e CDR3 V. da SEQ ID NO: 55.

2. Anticorpo monoclonal anti-hPG de acordo com a reivindi-
cacdo 1, caracterizado pelo fato de que produz uma reducao estatis-
ticamente significativa no numero de células de cancer colorretal vivas
apoés o tratamento in vitro de uma amostra teste em comparacdo com
uma amostra controle tratada com um anticorpo monoclonal nao
especifico.

3. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicacao 2,
caracterizado pelo fato de que as referidas células de cancer colorretal
séo células LS174T.

4. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que é selecionado
dentre o grupo consistindo em: anticorpos quimérico, primatizado e
humanizado

5. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que compreende
cadeias VH e VL apresentando sequéncias representadas por SEQ ID
NO: 59 e SEQ ID NO: 63, respectivamente.

6. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que é humanizado.

7. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 6,
caracterizado pelo fato de que compreende cadeias Vw e VL que
apresentam sequéncias selecionadas de um dos seguintes grupos de

sequéncias de VHe VL.
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(i) Vi de SEQ ID NO: 75 e VL de SEQ ID NO: 76;

(i) Vih de SEQ ID NO: 77 e VL de SEQ ID NO: 78; e

(iii) Vi de SEQ ID NO: 79 e VL. de SEQ ID NO: 76.

8. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que tem uma afinidade
na faixa de 1 pM a 7 nM.

9. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que esta conjugado a
uma porgao.

10. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
um anticorpo monoclonal como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 9 e um excipiente, veiculo e/ou diluente.

11. Composigao de acordo com a reivindicagao 10, caracte-
rizada pelo fato de que é formulada para uso farmacéutico.

12. Anticorpo monoclonal anti-hPG, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que é para uso
no tratamento de cancer colorretal.

13. Anticorpo monoclonal anti-hPG, de acordo com a reivin-
dicacdo 12, caracterizado pelo fato de que o tratamento do cancer
colorretal envolve a administracéo do referido anticorpo em combinagao
com um segundo agente terapéutico.

14. Anticorpo monoclonal anti-hPG, de acordo com a reivin-
dicacao 13, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo e o
referido segundo agente terapéutico sdo administrados simultane-
amente, sucessivamente ou separadamente.

15. Anticorpo monoclonal anti-hPG, de acordo com a reivin-
dicagdo 13 ou 14, caracterizado pelo fato de que o referido segundo
agente terapéutico € um agente quimioterapico ou um anticorpo
terapéutico.

16. Anticorpo monoclonal anti-hPG, de acordo com a
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reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o referido segundo
anticorpo terapéutico € um anticorpo monoclonal anti-EGFR ou um
anticorpo monoclonal anti-VEGF.

17. Uso de um anticorpo monoclonal anti-hPG, como defi-
nido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato
de que é para o preparo de uma composic¢cao ou formulacéo para tratar

cancer colorretal.
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