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“ANTICORPO ISOLADO OU FRAGMENTO DE LIGACAO A
ANTIGENO DO MESMO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, E, USO DE
UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA”
CAMPO DA INVENCAO
[001] A presente invencdo refere-se aos anticorpos humanos e aos
fragmentos de ligacao a antigeno de anticorpos humanos que especificamente
se ligam aos mutantes de delecdo do fator de crescimento epidérmico humano
(EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor), em particular, ao mutante de
delecao de classe III, EGFRVIII, e aos métodos terapéuticos e diagndsticos de
uso daqueles anticorpos.
FUNDAMENTOS

[002] A superexpressao e/ou a amplificacdo de gene receptor de
fator de crescimento epidérmico (EGF, Epidermal Growth Factor), ou EGFR,
tém sido relatadas em multiplos tumores humanos, incluindo aqueles em
carcinomas de mama, ovariano, de bexiga, de cérebro, € varios carcinomas
escamosos (Wong, A.J. et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:6899-
6903; Harris et al.,, 1992, Natl. Cancer Inst. Monogr. 11:181 -187).
Entretanto, a selecdo do alvo EGFR como um método terapéutico
antineopldsico tem sido problemdtica porque muitos tecidos normais
expressam também este receptor € podem ser selecionados como alvo
juntamente com os alvos neopléasicos. Entretanto, tem sido relatado que
muitos glioblastomas tendo a amplificacdo de gene EGFR com frequéncia
contém rearranjo de gene (Ekstrand, A.J. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:4309-4313; Wong AJ. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:2965-2969). Em um estudo, foi descoberto que 17 de 44 glioblastomas t€ém

uma ou mais alteracdes na sequéncia que codifica EGFR e todos estes casos
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continham EGFR amplificado, enquanto que nenhum 2bscasos sem
amplificacdo de gene mostrou quaisquer anormalgddade sequéncia
especifica para tumor (Frederick,dt.al., 2000,Cancer Res. 60:1383-1387).
O mesmo estudo mostrou também que multiplos tipasigtacbes em EGFR
puderam ser detectadas em tumores individuais.

[003] Uma variante de classe lll de EGFR (EGFRVIII) éasiante
de EGFR mais frequentemente encontrada em gliobt@siBigneret al.,
1990, Cancer Res. 50:8017-8022; Humphrest al., 1990,Proc. Natl. Acad.
. USA 87:4207-4211; Yamazalkt al., 1990,Jap. J. Cancer Res. 81:773-
779; Ekstrandet al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4309-4313;
Wikstrandet al., 1995,Cancer Res. 55:3140-3148; e Frederick al., 2000,
Cancer Res. 60:1383- 1387). EGFRuvIII é caracterizada por urakegho de
exons 2-7 do gene EGFR, resultando em uma delegdase de 801 pares de
bases da regido codificadora, isto €, delecédo 2IE3G-esiduos de aminoacido
(com base nos numeros de residuo de EGFR madueshb&m a geracao de
uma nova glicina na juncédo de fusdo (Humpheewl., 1988, Cancer Res.
48:2231-2238; Yamazakit al., 1990, supra). Tem sido mostrado que a
EGFRvIIl tem uma atividade de quinase independdatégante, fraca, mas
constitutivamente ativa e também tumorigenicidadenisificada (Nishikawa
et al., 1994,Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:7727-7731; e Batret al., 1995,
Cell Growth and Differentiation 6:1251-1259). Além de nos gliomas, a
EGFRUvIII tem sido detectada em carcinomas ductafraductal de mama
(Wikstrandet al., 1995,Cancer Res. 55:3140-3148), carcinoma de pulméo de
célula ndo pequena (Garcia de Palagizal., 1993, Cancer Res. 53:3217-
3220), carcinomas ovarianos (Moscatadlal., 1995,Cancer Res. 55:5536-
5539), cancer de proéstata (Olapade-Olaepal., 2000, British J Cancer
82:186-194), e carcinoma de célula escamosa de&abpescoco (Tinhofer
et al.,, 2011, Clin. Cancer Res. 17(15):5197-5204). Em contraste, estes e

outros estudos relatam que os tecidos normais rRpessam EGFRuVIII
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(Garcia de Palazzet al., 1993, supra; Wikstrand et al., 1995, supra; e
Wikstrandet al., 1998,J. Neuro. Virol. 4:148- 158). A natureza elevadamente
especifica para tumor de EGFRVIII torna-a um alspeeialmente util para
tratamento de canceres e tumores que expressamastaula.
[004] As sequéncias de acido nucleico e de aminoaciddsGIeR
humano sdo mostradas em SEQ ID NOs: 145 e 146eatesmmente, e a
sequéncia de aminoacidos de EGFRvIIlI € mostrad&E@ ID NO:147. Os
anticorpos anti-EGFRUVIII s&o descritos, por exemplo US 5.212.290, US
7.736.644, US 7.589.180 e US 7.767.792.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO
[005] A presente invencao fornece anticorpos e seus gatps de
ligacdo a antigeno que se ligam a EGFRvIIl. Oscanos da invencao sao
Uteis,inter alia, para selecionar, como alvo, células de tumoreypeessam
EGFRvIIl. Os anticorpos anti-EGFRvIIlI da invencdm,suas porcdes de
ligacdo a antigeno, podem ser usados (usadas)heez{sozinhas) sob a
forma ndo modificada, ou podem ser incluidos (iitigls) como parte de um
conjugado de anticorpo-droga ou de um anticorpspleieifico.
[006] Os anticorpos da invencdo podem ser de comprimieidd
(por exemplo, um anticorpo IgG1l ou IgG4) ou podeymreender apenas
uma porcdo de ligacdo a antigeno (por exemplo,ragnfento Fab, F(ab')2
ou scFv), e podem ser modificados para afetar @doalidade, por exemplo,
para eliminar funcdes efetoras residuais (Reedwl., 2000, J. Immunoal.
164:1925-1933).
[007] Os anticorpos anti-EGFRVIII exemplificadores da sprae
invencdo sao listados aqui nas Tabelas 1 e 2. Aeldab apresenta os
identificadores de sequéncias de aminoacidos dg@esevariaveis de cadeia
pesada (HCVRsHeavy Chain Variable Regions), das regides variaveis de
cadeia leve (LCVRs,Light Chain Variable Regions), das regides

determinantes de complementaridade de cadeia pe@demy Chain
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Complementarity Determining Regions, HCDR1, HCDR2 e HCDR3), e das
regidbes determinantes de complementaridade deacdelee [ight Chain
Complementarity Determining Regions, LCDR1, LCDR2 e LCDRS3) dos
anticorpos anti-EGFRvIII exemplificadores. A Tabela apresenta os
identificadores de sequéncias de &cido nucleico l1H&%/Rs, LCVRs,
HCDR1, HCDR2 HCDR3, LCDR1, LCDR2 e LCDR3 dos antmus anti-
EGFRvIIl exemplificadores.

[008] A presente invencdo fornece anticorpos ou seusiatps de
ligacédo a antigeno que especificamente se liga@RREIIl, compreendendo
uma HCVR compreendendo uma sequéncia de aminoasalesionada de
qualguer uma dentre as sequéncias de aminoacidd4C¥R listadas na
Tabela 1, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[009] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacédo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo uma LCVR compreendendo uma sequéa@mminoacidos
selecionada de qualquer uma dentre as sequéncemideacidos de LCVR
listadas na Tabela 1, ou uma sua sequéncia suiagtascte similar tendo
pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%elounpenos 99% de
identidade de sequéncia em relagcdo a mesma.

[0010] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacédo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo um par de sequéncias de aminoa@dosad HCVR e uma
LCVR (HCVR/LCVR) compreendendo qualquer uma deasequéncias de
aminoacidos de HCVR listadas na Tabela 1 pareasiago@lquer uma dentre
as sequéncias de aminoacidos de LCVR listadas In@laT'd. De acordo com
determinadas modalidades, a presente invencaoc®m@eicorpos, ou seus

fragmentos de ligacdo a antigeno, compreendendpainde sequéncias de
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aminoacidos de HCVR/LCVR contido dentro de qualquer dentre os
anticorpos anti-EGFRvVIII exemplificadores listadosg Tabela 1. Em
determinadas modalidades, o par de sequéncias daodaos de
HCVR/LCVR é selecionado do grupo consistindo en202/18/26, 34/42,
50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, e 130/138.

[0011] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacédo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo uma CDR1 de cadeia pesada (HCDRYreendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de qualgueidanire as sequéncias
de aminoacidos de HCDR1 listadas na Tabela 1 ou swuaasequéncia
substancialmente similar tendo pelo menos 90%, petmos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de saquén

[0012] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacdo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo uma CDR2 de cadeia pesada (HCDRZ)reendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de qualgueidanire as sequéncias
de aminoacidos de HCDR?2 listadas na Tabela 1 ou swuaasequéncia
substancialmente similar tendo pelo menos 90%, petmos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de saquén

[0013] A presente invencado fornece, tambem, anticorposseus
fragmentos de ligacédo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo uma CDR3 de cadeia pesada (HCDR3reendendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de qualgueidanire as sequéncias
de aminoacidos de HCDR3 listadas na Tabela 1 ou swuaasequéncia
substancialmente similar tendo pelo menos 90%, petmos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de saquén

[0014] A presente invencado fornece, tambem, anticorposseus
fragmentos de ligacédo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,

compreendendo uma CDR1 de cadeia leve (LCDR1) amnpendo uma
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sequéncia de aminoacidos selecionada de qualgqueidanire as sequéncias
de aminoacidos de LCDRL1 listadas na Tabela 1 ou suza sequéncia
substancialmente similar tendo pelo menos 90%, petmos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de saquén

[0015] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacédo a antigeno que especificarsmntigam a EGFRVIII,
compreendendo uma CDR2 de cadeia leve (LCDR2) anpendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de qualgueidanire as sequéncias
de aminoacidos de LCDR2 listadas na Tabela 1 ou suza sequéncia
substancialmente similar tendo pelo menos 90%, petmos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de saquén

[0016] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacdo a antigeno que especificarsmntigam a EGFRVIII,
compreendendo uma CDR3 de cadeia leve (LCDR3) amnpendo uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de qualgueidanire as sequéncias
de aminoacidos de LCDRS3 listadas na Tabela 1 ou suza sequéncia
substancialmente similar tendo pelo menos 90%, petmos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de saquén

[0017] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacdo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo um par de sequéncias de aminoacdoma HCDR3 e de
uma LCDR3 (HCDR3/LCDR3) compreendendo qualquer uweatre as
sequéncias de aminoacidos de HCDR3 listadas nalalrdbpareadas com
qualguer uma dentre as sequéncias de aminoacidbOR3 listadas na
Tabela 1. De acordo com determinadas modalidadgsesente invencao
fornece anticorpos, ou seus fragmentos de ligagidigeno, compreendendo
um par de sequéncias de aminoacidos de HCDR3/LGioR8do dentro de
qualquer um dentre os anticorpos anti-EGFRUvVIII gxdroadores listados na
Tabela 1.

Peticdo 870160050117, de 08/09/2016, pag. 41/138



7188

[0018] A presente invencado fornece, tambéem, anticorposseus
fragmentos de ligacdo a antigeno que especificarsntigam a EGFRVIII,
compreendendo um conjunto de seis CDRs (isto €, RICDHCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) contendo dentro de qualqua dentre os
anticorpos anti-EGFRvVIII exemplificadores listados Tabela 1. Em
determinadas modalidades, o conjunto de sequémiEaaminoacidos de
HCDR1-HCDR2- HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 é selecionadio grupo
consistindo em: 4-6-8-12-14-16; 20-22-24-28-30-3@:38-40-44-46-48; 52-
54-56-60-62- 64; 68-70-72-76-78-80; 84-86-88-92984-100-102-104-108-
110-112; 116-118-120-124-126-128; e 132-134-136-14m-144.

[0019] Em uma modalidade relacionada, a presente invefiogdece
anticorpos, ou seus fragmentos de ligacdo a amtigaea especificamente se
ligam a EGFRUvIIl, compreendendo um conjunto de <ei3Rs (isto €,
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) contendo dentte um
par de sequéncias de aminoacidos de HCVR/LCVR cdefmidas em
qualquer um dentre os anticorpos anti-EGFRUVIII gxdroadores listados na
Tabela 1. Por exemplo, a presente invencao inahfic&@pos ou seus
fragmentos de ligacdo a antigeno que especificarsmntigam a EGFRVIII,
compreendendo o conjunto de sequéncias de amimsacdd HCDRI1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 contido dentro de upar de
sequéncias de aminoacidos de HCVR/LCVR selecionado grupo
consistindo em 18/26; 66/74; 274/282; 290/298; &/3/8. Métodos e
técnicas para identificar as CDRs dentro das seipgme aminoacidos de
HCVR e de LCVR sao bem conhecidos (conhecidasgci@da e podem ser
usados (usadas) para identificar as CDRs dentro sapiéncias de
aminoacidos de HCVR e/ou de LCVR especificadas atgscritas. As
convencdes exemplificadoras que podem ser usadasdeatificar os limites
de CDRs incluem, por exemplo, a definicdo de KadbatkfinicAo de Chothia,

a definicdo de AbM. Em termos gerais, a definicg@ok@bat é baseada na
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variabilidade de sequéncia, a definicdo de Chathimaseada na localizacao
das regifes de alca estrutural, e a definicdo dé Alonm meio-termo entre as
abordagens de Kabat e de Chothia. Consulte, pon@geKabat, “Sequences
of Proteins of Immunological Interest”, National stitutes of Health,
Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikast al., J. Mol. Biol. 273:927-948 (1997); e
Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:9268-9272 (1989). Bases de
dados publicas também estdo disponiveis para fdantas sequéncias de
CDR dentro de um anticorpo.

[0020] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam os anticorpos anti-EGFRwil suas porcbes. Por
exemplo, a presente invencdo fornece moléculas cilio anucleico que
codificam qualquer uma dentre as sequéncias deoawcidos de HCVR
listadas na Tabela 1; em determinadas modalidade®lécula de &cido
nucleico compreende uma sequéncia de polinucleptigkdecionada de
qualguer uma dentre as sequéncias de acido nud@¥R listadas na
Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0021] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam qualquer uma dentre as sengE€ de aminoacidos de
LCVR listadas na Tabela 1; em determinadas modidglaa molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualguer uma dentre as sequéncias de acido nud€idR listadas na
Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0022] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam qualquer uma dentre as sengE€ de aminoacidos de

HCDR1 listadas na Tabela 1; em determinadas mail®l a molécula de
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acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualqguer uma dentre as sequéncias de acido nudiidR1 listadas na

Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos

90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0023] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a

nucleico que codificam qualquer uma dentre as sengE€ de aminoacidos de
HCDR?2 listadas na Tabela 1; em determinadas madisl a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualguer uma dentre as sequéncias de acido nudiidR2 listadas na

Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos

90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0024] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a

nucleico que codificam qualquer uma dentre as sengE€ de aminoacidos de
HCDR3 listadas na Tabela 1; em determinadas madisl a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualguer uma dentre as sequéncias de acido nudiidR3 listadas na

Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenii@rsiendo pelo menos

90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0025] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a

nucleico que codificam qualquer uma dentre as sengE€ de aminoacidos de
LCDR1 listadas na Tabela 1; em determinadas mau#dsl a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualqguer uma dentre as sequéncias de acido nud€@R1 listadas na

Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos

90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de

sequéncia em relacdo a mesma.
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[0026] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam qualquer uma dentre as sen@E€ de aminoacidos de
LCDR?2 listadas na Tabela 1; em determinadas mau#dsl a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualqguer uma dentre as sequéncias de acido nud€@R?2 listadas na
Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenti@rsiendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0027] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam qualquer uma dentre as sengE€ de aminoacidos de
LCDR3 listadas na Tabela 1; em determinadas mau#dsl a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia de podiotideo selecionada de
qualguer uma dentre as sequéncias de acido nud€@R3 listadas na
Tabela 2, ou uma sua sequéncia substancialmenii@rsiendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo medfdsd® identidade de
sequéncia em relacdo a mesma.

[0028] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam uma HCVR, em que a HCVR caepde um
conjunto de trés CDRs (isto é, HCDR1-HCDR2-HCDFR8), que o0 conjunto
de sequéncias de aminoacidos de HCDR1-HCDR2-HCD&3m® definido
por qualguer um dentre os anticorpos anti-EGFRwkemplificadores
listados na Tabela 1.

[0029] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
nucleico que codificam uma LCVR, em que a LCVR cmepde um
conjunto de trés CDRs (isto é, LCDR1-LCDR2-LCDR&) que o conjunto
de sequéncias de aminoacidos de LCDR1-LCDR2-LCDR8néo definido
por qualgquer um dentre os anticorpos anti-EGFRwkemplificadores
listados na Tabela 1.

[0030] A presente invencao fornece, também, moléculas aitho a
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nucleico que codificam ambas uma HCVR e uma LCUR,qeie a HCVR
compreende uma sequéncia de aminoacidos de qualooar dentre as
sequéncias de aminoacidos de HCVR listadas nad@dbel em que a LCVR
compreende uma sequéncia de aminoacidos de qualouoar dentre as
sequéncias de aminoacidos de LCVR listadas na ddbdEtm determinadas
modalidades, a molécula de acido nucleico compeeemda sequéncia de
polinucleotideo selecionada de qualquer uma dexgtrseequéncias de acido
nucleico HCVR listadas na Tabela 2, ou uma suaé&ena substancialmente
similar tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, petaos 98% ou pelo
menos 99% de identidade de sequéncia em relac@sm@ane uma sequéncia
de polinucleotideo selecionada de qualquer umaealastsequéncias de acido
nucleico LCVR listadas na Tabela 2, ou uma suaé&wemna substancialmente
similar tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, petaos 98% ou pelo
menos 99% de identidade de sequéncia em relacdoesman Em
determinadas modalidades de acordo com este asplactmvencdo, a
molécula de acido nucleico codifica uma HCVR e Uun@/R, em que a
HCVR e a LCVR sao ambas derivadas do mesmo anticang-EGFRvIII
listado na Tabela 1.

[0031] A presente invencao fornece, também, vetores dec&sdo
recombinantes capazes de expressar um polipeptal@preendendo uma
regido variavel de cadeia leve ou pesada de ummoapt anti-EGFRVIII. Por
exemplo, a presente invencao inclui vetores de ess@io recombinantes
compreendendo qualquer uma dentre as moléculas cik aucleico
mencionadas acima, isto é, moléculas de acido icaclgue codificam
qualquer uma dentre as sequéncias de HCVR, LC\dR,@DR apresentadas
na Tabela 1. Sdo também incluidas dentro do esdapmresente invencao
células hospedeiras dentro das quais tais vetéresestado introduzidos, e
também métodos de produzir os anticorpos ou sugd¢® pela cultura das

células hospedeiras sob condi¢cbes que permiteimdaigiio dos anticorpos ou
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de fragmentos de anticorpo, e de recuperar osoaptis e os fragmentos de
anticorpo assim produzidos.

[0032] A presente invencéao inclui anticorpos anti-EGFRtdido um
padrdo de glicosilacdo modificado. Em algumas mdaddés, pode ser util a
modificacao para remover sitios de glicosilaca@segaveis, ou um anticorpo
isento de uma porcao fucose presente na cadeidigiessacarideo, por
exemplo, para intensificar a funcdo de citotoxidelaelular dependente de
anticorpo (ADCC, Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) (consulte
Shieldet al. (2002)JBC 277:26733). Em outras aplicacdes, modificacdo de
galactosilacdo pode ser feita com a finalidade ddifcar a citotoxicidade
dependente de complemento (CEBOmplement Dependent Cytotoxicity).

[0033] Em outro aspecto, a invencdo fornece uma composicao
farmacéutica compreendendo um anticorpo recoml@namimano ou
fragmento do mesmo que especificamente se ligafREH e um carreador
farmaceuticamente aceitavel. Em um aspecto reladmn a invencao
caracteriza-se por uma composicdo que é uma cogdainde um anticorpo
anti-EGFRvIIl e um segundo agente terapéutico. Ema unodalidade, o
segundo agente terapéutico € qualquer agente quentjosamente
combinado com um anticorpo anti-EGFRvVIIl. A pregseimvencao fornece,
também, conjugados de anticorpo-droga (AD&ibody-Drug Conjugates)
compreendendo um anticorpo anti-EGFRvIIlI conjugambom um agente
citotoxico. Terapias de combinacdo exemplificadoramformulacdes
exemplificadoras, e ADCs exemplificadores que eraml 0s anticorpos anti-
EGFRvIIl da presente invencdo sédo aqui descritescfdos) em outro lugar.
[0034] Em ainda um outro aspecto, a invencdo fornece mstod
terapéuticos para matar células tumorais ou paiar iou atenuar o
crescimento de células tumorais usando um anticanpeEGFRvIII ou uma
porcdo de ligacdo a antigeno de um anticorpo dang@o. Os metodos

terapéuticos de acordo com este aspecto da invewgagoreendem
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administrar uma quantidade terapeuticamente efalzvauma composicao
farmacéutica compreendendo um anticorpo ou um featpnde ligacdo a
antigeno de um anticorpo da invencdo a um indivique necessita da
mesma. O disturbio tratado é qualquer doenca odi¢cém que € melhorada,
inibida ou prevenida pela selecédo como alvo de BHFB/ou pela inibicdo
de sinalizacao de célula mediada por ligante asrdecEGFRuvIII.
[0035] Outras modalidades tornar-se-ao evidentes a paetiuma
analise da descricdo detalhada a seguir. Outrasalidades tornar-se-&o
evidentes a partir de uma analise da descricathddta seguir.
DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS
[0036] Figura 1 mostra os resultados de transferéncia eetewn
(western blot) de EGFR e EGFRVIII usando anticorpos anti-EGFRu4to €,
H1H1863N2(Fuc-), e Controles | e Il em Figura 1&141911, H1H1912, e
H1H1915 em Figura 1b], ou anticorpo anti-His, saimdi¢cdes reduzidas
(painéis superiores) e nao reduzidas (painéisianés). Pistas 1 e 6: 10 pL de
padrdo BENCHMARK™ (INVITROGEN™): Pistas 2 e 7: 40y de
hEGFR-mmh (SEQ ID NO:154); Pistas 3 e 8: 400 nchB&FRvIII-mmh
(SEQ ID NO:152); e Pistas 4, 5, 9 e 10: espaco.trGlenl: Anticorpo
humano (IgG1) anti-peptideo juncional de EGFRvésctito em Patente U.S.
n°® 7.736.644; e Controle II: Anticorpo quiméricotiarEGFRVII/EGFR
descrito em Patente U.S. n°® 7.589.180.
[0037] Figura 2 mostra as caracteristicas de ligacdo de
H1H1863N2(Fuc-). O peptideo juncional de EGFRvIU o peptideo de
residuos 311-326 de EGFR (“peptideo EGFR311-32%i0a um dos quais
foi etiquetado via um ligante com biotina na teragi&o-C, foi capturado em
pontas OCTET® revestidas com estreptavidina em urstrumento
FORTEBIO® OCTET® RED e reagidos com H1H1863N2(Fuo
Controles I-1ll. Controles | e II: Iguais aos carlés acima; e Controle lll:

Anticorpo humanizado (higGl) anti-EGFRvIIl describ@ Publicacdo de
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Pedido de Patente U.S. n°® 2010/0056762):. (Peptideo juncional de
EGFRvIII marcado com biotina C-terminal (SEQ ID N@9); e @): peptideo
EGFR311-326 marcado com biotina C-terminal (SEQN{»151).
[0038] Figura 3 mostra a internalizacdo de mAb anti-EGHRwbr
células HEK293 que expressam EGFRvIIl (HEK293/EGIHRvV Os
anticorpos de controle e os anticorpos anti-EGHRMigados a superficie de
célula foram detectados pelo anticorpo secund&fab)( conjugado com
corante; as imagens foram adquiridas a 40x e aswas internalizadas
foram quantificadas. Controles | e II: Iguais aostooles acima; e Controle
IV: Anticorpo quimérico anti-EGFR descrito na Pa&et).S. n° 7.060.808.
(0): Internalizacao a 37°C; a); Internalizacéo a 4°C.
[0039] Figura 4 mostra a ligacdo e a internalizacdo deécapb
H1H1863N2(Fuc-) anti-EGFRvVIII pelos tumores B16R10bu tumores
B16F10.9 que expressam EGFRvIll (B16F10.9/EGFRvitijle foram
xenoenxertados em varios camundongos sofrendo wlenheficiéncia severa
combinada (SCIDSevere Combined ImmunoDeficiency). Anticorpo isotipo
de controle ou anticorpo anti-EGFRvIII ligado a exfrie de célula (Figura
4a) ou anticorpo anti-EGFRVIII ligado a superficde célula mais
internalizado (Figura 4b), foi detectado por ampoo anti-Fc humano
conjugado com aloficocianina (hFc-APAlJoPhycocyanin Conjugated anti-
human Fc) usando citometria de fluxo. Sdo mostradas assidades de
fluorescéncia médias (MIRMean Fluorescence Intensities) a 10 minutos),
4 horasE), e 24 horask) apos a injecao de anticorpo.
[0040] Figura 5 mostra os resultados de analise farmagtcanpara
o anticorpo H1H863N2(Fuc+) anti-EGFRUvIII (Fig. 5d)os anticorpos de
controle (como descrito acima), isto &€, Contro{Ei). 5b), Controle Il (Fig.
5c), e Controle IV (Fig. 5a), em camundongos de 8plvagem wWild-type,
wt) (o) ou camundongos que expressam EGFR humeno (

DESCRICAO DETALHADA
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[0041] Antes de a presente invencdo se descrita, devensemdido
gue esta invencao nao é limitada aos métodos &spscé as condicdes
experimentais especificas descritos (descritasygueo tais métodos e
condi¢cdes podem variar. Também deve ser entendid@derminologia aqui
usada é para a finalidade de descrever apenasidamtés especificas, e néo
é pretendida para ser limitadora, porque 0 escapprésente invengcao sera
limitado apenas pelas reivindicagcdes em anexo.

[0042] A nao ser que sejam definidos de outra maneiragstams
termos técnicos e cientificos aqui usados tém aanoe significados como
comumente entendidos por uma pessoa comumentalaaraaécnica a qual
pertence esta invencdo. Como aqui usado, o terreozd de”, quando usado
com referéncia a um valor numeérico citado espegifsognifica que o valor
pode variar a partir do valor citado em ndo maes Hh. Por exemplo, como
aqui usada, a expressao “cerca de 100" inclui 99% e todos os valores
dentro da faixa de 99 a 101 (por exemplo, 99,2,99,3, 99,4, etc.).

[0043] Embora qualquer métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles aqui descritos possam seosusadpratica ou no teste
da presente invencao, os métodos e materiais plefesdo agora descritos.
Todas as patentes, todos os pedidos e todas asagdels de ndo patente
mencionadas (mencionados) neste relatorio descis#o aqui incorporadas
(incorporados) em suas totalidades.

Definicbes

[0044] O termo “EGFRVIII", como aqui usado, refere-se aaum
variante de classe Ill de EGFR humano tendo a sequé&e aminoacidos
mostrada em SEQ ID NO:147, ou um fragmento do mesimogicamente
ativo, que apresenta quaisquer caracteristicasciispe para EGFRUVIII,
diferentes daquelas em comum com o EGFR normalnexpieessado, a néao
ser que seja especificamente indicado de outro nt6@&RvIII ndo contém
os residuos de aminoacido 6 até 273 de EGFR mgakim €, SEQ ID
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NO:146 sem o peptideo de sinal, isto €, residud4)le contém um novo
residuo de glicina na posicéo 6 entre os reside@srinoacido 5 e 274.

[0045] Todas as referéncias aqui as proteinas, aos ptitipep e aos
fragmentos de proteina séo pretendidas para s@egfea versao humana da
respectiva proteina, do respectivo polipeptidedmuvespectivo fragmento de
proteina a ndo ser que seja explicitamente espad#icomo sendo de uma
espécie ndao humana. Dessa forma, a expressdo “BIBFRignifica
EGFRvIIl humana a ndo ser que seja especificada s@mdo de uma espécie
nao humana, por exemplo, “EGFRvIIl de camundond&GFRvlll de
macaco”, etc.

[0046] Como aqui usada, a expressao, “EGFRvIIl expressada
superficie de ceélula” significa uma ou mais praésh EGFRVIII, ou o seu
dominio extracelular, que é/séo expressada(s) €esado) sobre a superficie
de uma célulan vitro ouin vivo, de tal modo que pelo menos uma porcéo de
uma proteina EGFRvVIIlI seja exposta no lado extu@elda membrana
celular e seja acessivel a uma porcéo de ligagadigeno de um anticorpo.
Uma “EGFRuVIII expressada sobre superficie de cépdale compreender ou
consistir em uma proteina EGFRUVIII expressada sabseperficie de uma
célula que normalmente expressa a proteina EGFERA&Nérnativamente,
“EGFRVIIlI expressada sobre superficie de celulalegp@ompreender ou
consistir em proteina EGFRvVIII expressada sobrepar§icie de uma célula
gue normalmente ndo expressa EGFRvIII humana sa@&esuperficie, mas
gue tem sido artificialmente modificada para expae€£GFRvVIII sobre sua
superficie.

[0047] Como aqui usada, a expressao “anticorpo anti-EGFRVvI
inclui tanto anticorpos monovalentes com uma efipetade Unica, quanto
anticorpos biespecificos compreendendo um primerego que se liga a
EGFRvIIl e um segundo bragco que se liga a um segantigeno (alvo), em

qgue o braco anti-EGFRVIII compreende qualquer uerdrd as sequéncias de
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HCVR/LCVR ou CDR conforme apresentadas aqui na [abeA expresséo
“anticorpo anti-EGFRvIII” também inclui os conjugedde anticorpo-droga
(ADCs) compreendendo um anticorpo anti-EGFRvIII @wma porcdo do
mesmo de ligacdo a antigeno conjugado (conjugama)uwena droga ou uma
toxina (isto é, agente citotoxico). A expressaotitampo anti-EGFRvIII”
também inclui conjugados de anticorpo-radionuclidd®Cs, Antibody-
Radionuclide Conjugates) compreendendo um anticorpo anti-EGFRVIII ou
uma porcao do mesmo de ligacdo a antigeno conjugadgugada) com um
radionuclideo.

[0048] O termo “anticorpo”, como aqui usado, significa Iquar
molécula ou complexo molecular que se liga ao antgompreendendo pelo
menos uma regido determinante de complementaridd@®R,
Complementarity Determining Region) que especificamente se liga a um ou
interage com um antigeno especifico (por exemplBFEvVII). O termo
“anticorpo” inclui moléculas de imunoglobulina corepndendo quatro
cadeias de polipeptideo, duas cadeias pesad&ieéiy) e duas cadeias leves
(L, Light) interconectadas por ligacbes dissulfeto, e tambéns multimeros
(por exemplo, IgM). Cada cadeia pesada compreemderagido variavel de
cadeia pesadaleavy Chain Variable Region aqui abreviada como HCVR ou
VH) e uma regido constante de cadeia pedddavy Chain Constant Region,
HCCR). A regido constante de cadeia pesada congedsts dominios, {1,
Ch2 e G43. Cada cadeia leve compreende uma regido vad@eadeia leve
(Light Chain Variable Region, abreviada como LCVR ou.Y e uma regiao
constante de cadeia levkight Chain Constant Region, LCCR). A regiéo
constante de cadeia leve compreende um dominib).(Bs regides W e V.
podem ser, adicionalmente, divididas em regides hgbervariabilidade,
chamadas regides determinantes de complementaridd@®Rs,
Complementarity Determining Regions), entremeadas com regides que s&o

mais conservadas, chamadas de regides de moldé-(&Rework Regions).
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Cada Vi, e VL é composta de trés CDRs e quatro FRs, arranjasksde ca
terminacdo amino até a terminacéo carboxila naistsgardem: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Em modalidades diferedt invencao, as
FRs do anticorpo anti-EGFRVIII (ou de sua porcaoligacdo a antigeno)
podem ser idénticas as sequéncias de linhagem rgeivai humana, ou
podem ser natural ou artificialmente modificadasnal) sequéncia de
aminoacidos de consenso pode ser definida comdrasena analise lado-a-
lado de duas ou mais CDRs.

[0049] O termo “anticorpo”, como aqui usado, também inclui
fragmentos de ligacdo a antigeno de moléculas tieogyo completas. Os
termos “porcdo de ligacdo a antigeno” de um argmorfragmento de
ligacdo a antigeno” de um anticorpo, e semelhardes)o aqui usados,
incluem qualquer polipeptideo ou glicoproteina dereencia natural, ou
enzimaticamente obtenivel, sintético (sintética)geneticamente modificado
(modificada), que especificamente se liga a umgantd para formar um
complexo. Os fragmentos de ligacdo a antigeno dentroorpo podem ser
derivados, por exemplo, de moléculas de anticorpmptetas usando
quaisquer técnicas padrao adequadas como técrecdgeistao proteolitica
ou de engenharia genética recombinante envolvendoamipulacdo e a
expressao de DNA que codifica os dominios variaweispcionalmente
constantes do anticorpo. Tal DNA €& conhecido e/sth €acilmente
disponivel em, por exemplo, fontes comerciais, ibibtas de DNA
(incluindo, por exemplo, bibliotecas de fago-amm), ou pode ser
sintetizado. O DNA pode ser sequenciado e maniputadmicamente ou
pelo uso de técnicas de biologia molecular, pomgte, para arranjar um ou
mais dominios variaveis e/ou constantes em umaguoatio adequada, ou
para introduzir cédons, criar residuos de cistemaglificar, adicionar ou
deletar aminoacidos, etc.

[0050] Exemplos nao limitadores de fragmentos de ligacaotigeno
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incluem: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(2bljii) fragmentos Fd; (iv)
fragmentos Fv; (v) moléculas de Fv de cadeia u(sckv,single-chain Fv);
(vi) fragmentos dADb; e (vii) unidades de reconhemsito minimas consistindo
em os residuos de aminoacido que imitam a regipgentariavel de um
anticorpo (por exemplo, uma regido determinantecdmplementaridade
(CDR) isolada como um peptideo CDR3), ou um peptielR3-CDR3-FR4
restringido. Outras moléculas modificadas, comoicargos dominio-
especificos, anticorpos de dominio unico, anticergtmminio-deletados,
anticorpos quimericos, anticorpos CDR-enxertadaacodpos, triacorpos,
tetracorpos, minicorpos, nanocorpos (por exempimoarpos monovalentes,
nanocorpos bivalentes, etc.), imunodrogas modul@@suenos (SMIPs,
Small Modular ImmunoPharmaceuticals), e dominios variaveis IgNAR de
tubardo, sdo também considerados como dentro dass§o “fragmento que
se liga a antigeno”, conforme aqui usada.

[0051] Um fragmento de ligacdo a antigeno de um anticorpo
tipicamente compreendera um dominio variavel. Oidanvariavel pode ser
de qualquer tamanho ou composicdo de aminoacidole enodo geral
compreendera pelo menos uma CDR que é adjacehieuadsta em fase com
uma ou mais sequéncias de molde. Em fragmentosgdedb a antigeno
tendo um dominio ¥ associado com um dominia_ Mos dominios M e W
podem estar situados relativamente um ou outro emdgger arranjo
adequado. Por exemplo, a regido variavel podeis@rida e conter dimeros
Vu-VH, Vu-VL ou V-V.. Alternativamente, o fragmento de ligacdo a
antigeno de um anticorpo pode conter um dominioomenico W ou V..
[0052] Em determinadas modalidades, um fragmento de ligaca
antigeno de um anticorpo pode conter pelo menosdaminio variavel
covalentemente ligado a pelo menos um dominio aatest Configuracdes
exemplificadoras nao limitadoras de dominios vaigve constantes que

podem ser encontrados dentro de um fragmento dedliga antigeno de um
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anticorpo da presente invencdo incluem: (§)G41; (i) VH-Ch2; (iii) Ve-
Cu3; (iv) VHu-Cul-Cu2; (V) VH-Cul-Ci2-Cu3; (Vi) VH-Cu2-Ch3; (vil) VH-Ci;
(viii) V L-Cu1; (ix) VL-CH2; (X) VL-Ch3; (Xi) VL-CH1-Cu2; (xii) VL-CH1-CH2-
Cu3; (xiii) VL -Cx2-Cui3; e (xiv) W.-C.. Em qualquer configuragdo de
dominios varidveis e constantes, incluindo qualquena dentre as
configuracbes exemplificadoras acima, os dominiasaveis e constantes
podem ser quer ligados diretamente uns aos outres lggados por uma
regido ligante ou de dobradica completa ou partiaia regidao de dobradica
pode consistir em pelo menos 2 (por exemplo, 518020, 40, 60 ou mais)
aminoacidos que resultam em uma ligacédo flexivelsemiflexivel entre
dominios adjacentes variaveis e/ou constantes em wmca molécula de
polipeptideo. Além disso, um fragmento de ligacaardigeno de um
anticorpo da presente invencdo pode compreenderhamodimero ou
heterodimero (ou outro multimero) de qualquer ueratré as configuracoes
de dominios variaveis e constantes listadas acimaassociacdo nao
covalente uns com 0s outros e/ou com um ou maisrgdoesrmonomericos ¥
ou V. (por exemplo, por ligacao dissulfeto (ligagbesudlieto)).

[0053] Do mesmo modo que como as moléculas de anticorpo
completas, os fragmentos de ligagcdo a antigenonp@de monoespecificos
ou multiespecificos (por exemplo, biespecificos).m Ufragmento
multiespecifico que se liga ao antigeno de um arg@ tipicamente
compreendera pelo menos dois dominios variaveesatifes, em que cada
dominio variavel & capaz de especificamente se #igan antigeno separado
ou a um epitopo diferente no mesmo antigeno. Qeafgumato de anticorpo
multiespecifico, incluindo os formatos de anticorpbiespecifico
exemplificadores aqui descritos, pode se adaptadoyso no contexto de um
fragmento de ligacdo a antigeno de um anticorpwrelsente invencdo usando
técnicas de rotina na téecnica.

[0054] Os anticorpos da presente invencédo podem funcroedrante
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citotoxicidade dependente de complemento (CERGmMplement-Dependent
Cytotoxicity) ou citotoxicidade mediada por célula dependeetamticorpo
(ADCC, Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity). A “citotoxicidade
dependente de complemento” (CDC) refere-se a ésgetlilas que expressam
antigeno por um anticorpo da invencdo na preseecaothplemento. A
“citotoxicidade mediada por célula dependente de@mpo” (ADCC) refere-
se a uma reacao mediada por célula na qual célttasxicas ndo especificas
gue expressam receptores de Fc (FERIReceptors) (por exemplo, células
matadoras naturais (NKNatural Killer), neutrofilos, e macréfagos)
reconhecem o anticorpo ligado a uma célula alvone isso resultam na lise
da célula alvo. CDC e ADCC podem ser medidas usandaios que sdo bem
conhecidos e disponiveis na técnica. (Consulte,egemplo, Patentes U.S.
n°s 5.500.362 e 5.821.337, e Clyeeal. (1998)Proc. Natl. Acad. ci. (USA)
95:652-656). A regido constante de um anticorpmg@ortante por causa da
capacidade de um anticorpo fixar o complemento dianea citotoxicidade
dependente de célula. Dessa forma, o isétipo deantitorpo pode ser
selecionado com base em se ele é desejavel pargioorpo mediar a
citotoxicidade.

[0055] Em determinadas modalidades da invencao, os gmbis@nti-
EGFRvIlIl da invencdo sdo anticorpos humanos. O derfanticorpo
humano”, como aqui usado, é pretendido para inahticorpos tendo regides
variaveis e constantes derivadas de sequénciasmdeoglobulinas de
linhagem germinativa humana. Os anticorpos humaaogvencao podem
incluir residuos de aminoacido nao codificados gekequéncias de
imunoglobulinas de linhagem germinativa humanas gxemplo, mutacdes
introduzidas por mutagénese aleatOria ou sitioedBpe in vitro ou por
mutacdo somaticen vivo), por exemplo nas CDRs e em particular CDRS3.
Entretanto, o termo “anticorpo humano”, como aggado, ndo € pretendido

para incluir anticorpos nos quais as sequénciasCBD® derivadas da
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linhagem germinativa de outra espécie de mamitenmo um camundongo,
tém estado enxertadas nas sequéncias de molde dsiman

[0056] Os anticorpos da invencdo podem, em algumas medais
ser anticorpos recombinantes humanos. O termoctapt recombinante
humano”, como aqui usado, € pretendido para in¢hdos os anticorpos
humanos que sao preparados, expressados, criadesolados por meio
recombinante, como anticorpos expressados usandweton de expressao
recombinante transfectado para dentro de uma daébsgpedeira (descrito em
detalhe abaixo), anticorpos isolados de uma béddetcombinatoria de
anticorpos humanos (descrito em detalhe abaixdigoapos isolados de um
animal (por exemplo, um camundongo) que € transgépara genes de
imunoglobulina humana (consulte por exemplo, Tagoal. (1992) Nucl.
Acids Cancer Res. 20:6287-6295) ou anticorpos preparados, expressad
criados ou isolados por qualquer outro meio queleevemendasplicing) de
sequéncias de genes de imunoglobulina humana erasoskquéncias de
DNA. Tais anticorpos recombinantes humanos témadesgivariaveis e
constantes derivadas de sequéncias de imunoglabulole linhagem
germinativa humanas. Em determinadas modalidadeg,etanto, tais
anticorpos recombinantes humanos séo submetidegagémesen vitro (ou,
guando um animal transgénico para sequéncias deurnganas é usado,
mutagénese somaticavivo) e dessa forma as sequéncias de aminoacidos das
regides Vi e VL dos anticorpos recombinantes sao sequéncias qumra
derivadas de e relacionadas com as sequénciae Wi de linhagem
germinativa humanas, podem n&o existir na natuten&ro do repertorio de
anticorpos humanos de linhagem germinaimnavo.

[0057] Os anticorpos humanos podem existir em duas foro@s
estdo associadas com heterogeneidade de dobr&shicaima forma, uma
molécula de imunoglobulina compreende um constrdetoquatro cadeias

estavel de aproximadamente 150-160 kDa em quenosrol$ sdo mantidos
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juntos por uma ligacao dissulfeto de intercade@asatleias pesadas. Em uma
segunda forma, os dimeros nao sdo ligados via degadissulfeto de
intercadeias e uma molécula de cerca de 75-80 kideneada composta de
uma cadeia pesada e uma cadeia leve covalentermeptdadas (semi-
anticorpo). Estas formas tém sido extremamenteeisfide separar, mesmo
apos purificacéo por afinidade.

[0058] A frequéncia de aparecimento da segunda forma emsva
Isotipos de IgG intactos € devido, mas nao limitadodiferencas estruturais
associadas com o isotipo de regido de dobradicantioorpo. Uma Unica
substituicdo de aminoacido na regido de dobradealabradica de 1gG4
humana pode significativamente reduzir o aparedmea segunda forma
(Angal et al. (1993)Molecular Immunology 30:105) para niveis tipicamente
observados usando uma dobradica de IgG1l humanaegernie invencao
inclui anticorpos tendo uma ou mais mutacdes naadida, regido (2 ou
Ch3 que podem ser desejaveis, por exemplo, na prodpgdia aprimorar o
rendimento da forma de anticorpo desejada.

[0059] Os anticorpos da invencao podem ser anticorpoadesl Um
“anticorpo isolado”, como aqui usado, significa amticorpo que tem sido
identificado e separado e/ou recuperado de pelmsnam componente de
seu ambiente natural. Por exemplo, um anticorpotemresido separado ou
removido de pelo menos um componente de um organismde um tecido
ou de uma célula em que o anticorpo existe de matioral ou € produzido
de maneira natural, € um “anticorpo isolado” pagmwpdsitos da presente
invencao. Um anticorpo isolado também inclui umcampoin situ dentro de
uma célula recombinante. Os anticorpos isoladossficorpos que tém sido
submetidos a pelo menos uma etapa de isolamemardicacdo. De acordo
com determinadas modalidades, um anticorpo isolgumle estar
substancialmente isento de outros compostos qusmeion material celular.

[0060] Os anticorpos anti-EGFRvIII  aqui descritos podem
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compreender uma ou mais substituicoes, insercoesdelecdes nas regides
de molde e/ou CDR dos dominios variaveis de cagmaadas e leves em
comparacao com as correspondentes sequénciathdgdm germinativa das
quais os anticorpos foram derivados. Tais mutagieem ser facilmente
avaliadas pela comparacéo das sequéncias de amdim®aqui descritas com
as sequéncias de linhagem germinativa disponiveiper exemplo, bases de
dados publicas de sequéncias de anticorpos. A mieesevencdo inclui
anticorpos, e/ou seus fragmentos de ligacado aettjgjue sao derivados de
qualguer uma dentre as sequéncias aqui descril@sgue um ou mais
aminoacidos dentro de uma ou mais regides de nedtdeCDR sdo mutados
para o(s) residuo(s) correspondente(s) da sequédadiahagem germinativa
da qual o anticorpo foi derivado, ou para o(s)dw@s(s) correspondente(s) de
outra sequéncia de linhagem germinativa, ou com wuhbstituicdo
conservativa de aminoacido do(s) residuo(s) cooredgnte(s) da sequéncia
de linhagem germinativa (tais alteragcdes na se@ué#@n aqui chamadas
coletivamente de “mutacdes de linhagem germingtivdJma pessoa
comumente versada na técnica, partindo das seqédeiregides variaveis
de cadeias pesadas e leves aqui descritas, poldesiate produzir numerosos
anticorpos e fragmentos de ligacao a antigeno gopieendem uma ou mais
mutacdes de linhagem germinativa ou suas combisa¢fia determinadas
modalidades, todos os residuos de regibes de nedtde CDR dentro dos
dominios \; e/ou M sdo mutados de volta para os residuos encontredos
sequéncia de linhagem germinativa original da quahticorpo foi derivado.
Em outras modalidades, apenas determinados res$doosiutados de volta
para a sequéncia de linhagem germinativa, por elxerapenas o0s residuos
mutados dentro dos primeiros 9 aminoacidos de kRdeatro dos ultimos 8
aminoacidos de FR4, ou apenas os residuos mutadt® d@le CDR1, CDR2
ou CDR3. Em outras modalidades, um ou mais resiflde(regides de molde

e/ou CDR é (s&o) mutado(s) para o(s) residuo(sesmondente(s) de uma
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sequéncia de linhagem germinativa diferente (istourda sequéncia de
linhagem germinativa que é diferente da sequéreibndlagem germinativa
da qual o anticorpo foi originalmente derivado)erl disso, os anticorpos da
presente invencdo podem conter qualquer combindgda@uas ou mais
mutacdes de linhagem germinativa dentro das regiéesiolde e/ou CDR,
por exemplo, em que determinados residuos indiisds&o mutados para o
correspondente residuo de uma sequéncia de linhggemnativa especifica
enquanto que determinados outros residuos queenhfeta sequéncia de
linhagem original s&o mantidos ou s&do mutados @aesiduo correspondente
de uma sequéncia de linhagem germinativa diferé@teando obtidos, os
anticorpos e os fragmentos de ligacdo a antigeeocqutém uma ou mais
mutacdes de linhagem germinativa podem ser factenestados para uma
ou mais propriedades desejadas como, especificdadigacdo aprimorada,
afinidade de ligacao intensificada, propriedadesobicas agonisticas ou
antagonisticas aprimoradas ou intensificadas (comdo for o caso),
imunogenicidade reduzida, etc. Os anticorpos eraggnfentos de ligacdo a
antigeno obtidos nesta maneira geral sédo incluidestro da presente
invencgao.

[0061] A presente invencédo também inclui anticorpos a@kRvlI|
compreendendo variantes de qualquer uma dentre egsiércias de
aminoacidos de HCVR, LCVR, e/ou CDR aqui descrigaio uma ou mais
substituicbes conservativas. Por exemplo, a presenvencao inclui
anticorpos anti-EGFRVIII tendo sequéncias de anuidod de HCVR,
LCVR, e/ou CDR com, por exemplo, 10 ou menos, 8$nemos, 6 ou menos,
4 ou menos, etc. substituicdes conservativas dacatido em relacdo a
qualquer uma dentre as sequéncias de aminoacidekCU®, LCVR, e/ou
CDR apresentas aqui na Tabela 1.

[0062] O termo “epitopo” refere-se a um determinante &nimp que

interage com um sitio de ligacao especifico aayant na regiao variavel de
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uma molécula de anticorpo conhecido como um papatepm antigeno
individual pode ter mais que um epitopo. Dessa #ramticorpos diferentes
podem ligar-se a areas diferentes sobre um antigepodem ter efeitos
biologicos diferentes. Os epitopos podem ser qua&focmacionais quer
lineares. Um epitopo conformacional € produzido paminoacidos
espacialmente justapostos dos diferentes segmeéatcadeia de polipeptideo
linear. Um epitopo linear é um produzido por resgdude aminoacido
adjacentes em uma cadeia de polipeptideo. Em datatencircunstancia, um
epitopo pode incluir por¢cbes de sacarideo, grumsforila, ou grupos
sulfonila no antigeno.

[0063] O termo “identidade substancial” ou “substancialteen
idéntico”, quando se refere a um acido nucleicofragmento do mesmo,
indica que, quando otimamente alinhado com insergiie delecdes de
nucleotideo apropriadas com outro acido nucleicos(@ fita complementar),
h& identidade de sequéncia de nucleotideos emnpehos cerca de 95%, e
mais preferencialmente pelo menos cerca de 96%, 98% ou 99% das
bases nucleotidicas, conforme medida por qualdgerieno bem conhecido
de identidade de sequéncia, como FASTA, BLAST op,Gaonforme
discutido abaixo. Uma molécula de &cido nucleicadte identidade
substancial com uma molécula de acido nucleico eferéncia pode, em
determinados casos, codificar um polipeptideo teradosequéncia de
aminoacidos igual ou substancialmente similar a&ecja de aminoacidos do
polipeptideo codificado pela molécula de acido eigol de referéncia.

[0064] Como aplicado aos polipeptideos, o termo “simikmutil
substancial” ou “substancialmente similar” sigrafigue duas sequéncias de
peptideo, quando otimamente alinhadas, tal comosgaiogramas GAP ou
BESTFIT usando pesos de lacuna padd&éta(lt), compartilham pelo menos
95% de identidade de sequéncia, ainda mais prefaterente pelo menos

98% ou 99% de identidade de sequéncia. Preferemamé, as porcdes de
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residuo que nao sao idénticas diferem pelas suigSels conservativas de
aminoacido. Uma “substituicdo conservativa de aauin” € uma na qual
um residuo de aminoacido é substituido por outsidu® de aminoacido
tendo uma cadeia lateral (grupo R) com propriedgdésicas similares (por
exemplo, carga ou hidrofobicidade). Em geral, uniasstuicdo conservativa
de aminoacido substancialmente n&o alterara agi@dapes funcionais de
uma proteina. Nos casos nos quais duas ou maigreags de aminoacidos
diferem umas das outras por substituicbes consemgata identidade de
sequéncia percentual ou o grau de similaridade pedajustada (ajustado)
para cima para corrigir devido a natureza conseevata substituicdo. Meios
para realizar este ajuste sdo bem conhecidos pefaagpessoas versadas na
técnica. Consulte, por exemplo, Pearson (198&hods Mol. Biol. 24: 307-
331, aqui incorporado como referéncia. Exemplegrdpos de aminoacidos
gue tém cadeias laterais com propriedades quinsicagares incluem (1)
cadeias laterais alifaticas: glicina, alanina, nalileucina e isoleucina; (2)
cadeias laterais alifaticas com grupo hidroxilainsee treonina; (3) cadeias
laterais contendo amida: asparagina e glutamind; cgldeias laterais
aromaticas: fenilalanina, tirosina, e triptofand) €adeias laterais basicas:
lisina, arginina, e histidina; (6) cadeias laterasidicas: aspartato e
glutamato, e (7) cadeias laterais contendo enxéioecisteina e metionina. Os
grupos de substituicdo conservativa de aminoagileteridos séo: valina-
leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina@daina, alanina-valina,
glutamato-aspartato e asparagina-glutamina. Altearaente, uma
substituicdo conservativa € qualquer alteracdootand valor positivo na
matriz (de substituicdo) do logaritmo das probdbdies PAM250 descrita em
Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-1445, aqui incorporado como
referéncia. Uma substituicdo “moderadamente coatiea/ € qualquer
alteracdo tendo um valor ndo negativo na matriz gdbstituicdo) do
logaritmo das probabilidades PAM250.
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[0065] A similaridade de sequéncia para polipeptideos,&qianbém
chamada de identidade de sequéncia, € tipicameetikdancom o uso de
programa de computador de analise de sequénciagproQrama de
computador de andlise de proteinas verifica a dgukl de sequéncias
similares usando medicdes de similaridade atrilsuadaarias substituicoes,
delecbes e outras modificacdes, incluindo subgiies conservativas de
aminoacido. Por exemplo, o programa de computad@G Gcontém
programas como Gap e Bestfit que podem ser usamoparametros padrao
(default) para determinar homologia de sequéncia ou idaidle sequéncia
entre polipeptideos intimamente relacionados, cpalipeptideos homodlogos
de espécies diferentes de organismos ou entre toteina de tipo selvagem
e uma sua muteina. Consulte, por exemplo, GCG Me&il. As sequéncias
de polipeptideo também podem ser comparadas udah83A utilizando
parametros padraaddfault) ou recomendados, um programa na GCG Version
6.1. FASTA (por exemplo, FASTA2 e FASTA3) fornecknl@aamentos e
identidade de sequéncia percentual das regidesttmnsobreposicao entre
as sequéncias de consulta e de pesquisa (Pear808) Qpra). Outro
algoritmo preferido quando se compara uma sequélaciavencdo com uma
base de dados contendo um numero grande de seagi&leciorganismos
diferentes € o programa de computador BLAST, eapreente BLASTP ou
TBLASTN, usando os parametros padrd@efqult). Consulte, por exemplo,
Altschul et al. (1990) J. Moal. Biol. 215:403-410 e Altschuét al. (1997)
Nucleic Acids Cancer Res. 25:3389-402, cada um dos quais € aqui
incorporado como referéncias.

Ligacdo dependente de pH

[0066] A presente invencdo inclui anticorpos anti-EGFRwbm
caracteristicas de ligacado dependente de pH. Ronmg, um anticorpo anti-
EGFRvIIl da presente invencéo pode apresentardmaeduzida a EGFRvIII

em pH acido em comparacdo com pH neutro. Alteraatante, anticorpos
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anti-EGFRvIlIl da invencdo podem apresentar ligagatensificada a
EGFRvIlIl em pH acido em comparacdo com pH neutreexfressao “pH
acido” inclui valores de pH menores que cerca @er exemplo, cerca de
6,0, 5,95, 5,9, 5,85, 5,8, 5,75, 5,7, 5,65, 5,6555,5, 5,45, 5,4, 5,35, 5,3,
5,25, 5,2, 5,15, 5,1, 5,05, 5,0, ou menos. Como aspda, a expressao “pH
neutro” significa um pH de cerca de 7,0 a cerca’rde A expressdo “pH
neutro” inclui valores de pH de cerca de 7,0, 7,0%,7,15, 7,2, 7,25, 7,3,
7,35,e7,4.

[0067] Em determinados casos, “a ligacdo reduzida a EGFBwi
pH acido em comparacdo com pH neutro” € expressadé&rmos de uma
razao entre o valor depkda ligacdo do anticorpo a EGFRvIIl em pH acido e
o valor de k da ligacdo do anticorpo a EGFRvIIl em pH neutro yae-
versa). Por exemplo, um anticorpo ou fragmentoigiecdio a antigeno do
mesmo pode ser considerado como apresentando dtigameduzida a
EGFRvIlIl em pH &cido em comparacdo com em pH néupara os
propositos da presente invencdo se o anticorporagmento de ligacdo a
antigeno do mesmo apresenta uma razao gler pH acido/lk em pH
neutro de cerca de 3,0 ou maior. Em determinadasiaidades
exemplificadoras, a razdo deo m pH acido/lk em pH neutro para um
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno donmeata presente invencgao
pode ser cerca de 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 55,665 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0,
9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, 13,0, 18450, 14,5, 15,0, 20,0, 25,0,
30,0, 40,0, 50,0, 60,0, 70,0, 100,0 ou maior.

[0068] Os anticorpos com caracteristicas de ligacado demade pH
podem ser obtidos, por exemplo, pela selecao depomaacéo de anticorpos
gue se ligam de modo reduzido (ou intensificadayraantigeno especifico
em pH &cido em comparacdo com em pH neutro. Adanoente,
modificacdes do dominio de ligacdo a antigeno kel e aminoacido pode

resultar em anticorpos com caracteristicas dep¢eslel® pH. Por exemplo,
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pela substituicdo de um ou mais aminoacidos de ammirdo que se liga ao
antigeno (por exemplo, dentro de uma CDR) por usiduv® de histidina,
pode ser obtido um anticorpo com ligacao reduzigasntigeno em pH acido
em relagdo ao pH neutro.

Anticorpos anti-EGFRvIII compreendendo variantes deFc

[0069] De acordo com determinadas modalidades da presente
invencdo, sao fornecidos anticorpos anti-EGFRvidimpreendendo um
dominio Fc compreendendo uma ou mais mutacdes mjeasificam ou
diminuem a ligacdo do anticorpo ao receptor FcRar, gxemplo, em pH
acido em comparacao com em pH neutro. Por exerapboesente invencao
inclui anticorpos anti-EGFRvIII compreendendo umatagao na regiaoH2
ou na regido @3 do dominio Fc, em que a(s) mutacdo (mutacdes)
intensifica(m) a afinidade do dominio Fc pelo Fa&n um ambiente acido
(por exemplo, em um endossoma no qual o pH esfa@ixeade cerca de 5,5 a
cerca de 6,0). Tais mutagcdes podem resultar emumer@o na meia-vida
sérica do anticorpo quando administrado a um anirBaemplos néo
limitadores de tais modificacbes em Fc incluem, moemplo, uma
modificacdo na posicédo 250 (por exemplo, E ou Q) & 428 (por exemplo,
L ou F); 252 (por exemplo, L/Y/F/W ou T), 254 (mxemplo, S ou T), e 256
(por exemplo, S/R/Q/E/D ou T); ou uma modificacagoosicao 428 e/ou 433
(por exemplo, H/L/R/S/PIQ ou K) e/ou 434 (por extm@\, W, H, F ou Y
[N434A, N434W, N434H, N434F ou N434Y]); ou uma nfamicdo na
posicao 250 e/ou 428; ou uma modificacdo na posi&b ou 308 (por
exemplo, 308F, V308F), e 434. Em uma modalidademadificacao
compreende uma modificagcdo 428L (por exemplo, M328L434S (por
exemplo, N434S); uma modificacdo 428L, 2591 (poeneplo, V259I), e
308F (por exemplo, V308F); uma modificacdo 433Kr @emplo, H433K) e
uma modificacédo 434 (por exemplo, 434Y); uma modigao 252, 254, e 256
(por exemplo, 252Y, 254T e 256E); uma modificacd®Q@ e 428L (por
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exemplo, T250Q e M428L); e uma modificacdo 307 €08 (por exemplo,
308F ou 308P). Em ainda outra modalidade, a madi#fic compreende uma
modificacdo 265A (por exemplo, D265A) e/ou uma rfiod¢cao 297A (por
exemplo, N297A).

[0070] Por exemplo, a presente invencdo inclui anticorpos-
EGFRvIIl compreendendo um dominio Fc compreendemdau mais pares
ou grupos de mutacdes selecionados do grupo dodsisgm: 250Q e 248L
(por exemplo, T250Q e M248L); 252Y, 254T e 256Er (@xemplo, M252Y,
S254T e T256E); 428L e 434S (por exemplo, M428L4848); 2571 e 311l
(por exemplo, P2571 e Q311l); 2571 e 434H (por epleanP2571 e N434H);
376V e 434H (por exemplo, D376V e N434H); 307A, B8® 434A (por
exemplo, T307A, E380A e N434A); e 433K e 434F (pwemplo, H433K e
N434F). Todas as combinacdes possiveis das mutagdedominio Fc
anteriormente mencionadas, e outra mutacdes ddagr@ominios variaveis
de anticorpo aqui descritos, sdo consideradas cdemiro do escopo da
presente invencao.

[0071] A presente invencado também inclui anticorpos a@kRvlI|
compreendendo uma regido constante de cadeia pgaadérica (&), em
que a regiao quiméricas&ompreende segmentos derivados das regiges C
de mais que um isotipo de imunoglobulina. Por exemps anticorpos da
invencao podem compreender uma regiao quimericeo@preendendo parte
de ou todo um dominio {2 derivado de uma molécula de IgG1 humana,
molécula de 1gG2 humana ou molécula de IgG4 humeommbinada com
parte de ou todo um dominion® derivado de uma molécula de IgGl
humana, molécula de IgG2 humana ou molécula de lg@#ana. De acordo
com determinadas modalidades, os anticorpos dagaeecompreendem uma
regido quimeérica tendo uma regiao de dobradica quimérica. Por ekemp
uma dobradica quimérica pode compreender uma seiquée aminoacidos

de “dobradica superior” (residuos de aminoacido mtescoes 216 a 227 de
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acordo com a numeracdo EU) derivada de uma regawbdradica de 1gG1
humana, de uma IgG2 humana ou de uma IgG4 humamdjcada com uma
sequéncia de “dobradica inferior” (residuos de admdo das posicoes 228 a
236 de acordo com a numeracao EU) derivada de egi@orde dobradica de
uma IgG1 humana, de uma IgG2 humana ou de umahg@®éna. De acordo
com determinadas modalidades, a regido de dobrgdig@rica compreende
residuos de aminoacido derivados de uma dobradigarisr de uma IgG1
humana ou de uma IgG4 humana e residuos de andonod&iivados de uma
dobradica inferior de uma IgG2 humana. Um anticapmpreendendo uma
regido quimeérica como aqui descrito pode, em determinadas moda&sgjad
apresentar funcbes efetoras de Fc modificadas $etar aadversamente as
propriedades terapéuticas ou farmacocinéticas dicogmo (consulte, por
exemplo, Pedido Provisorio U.S. n° 61/759.578, deado em 1 de fevereiro
de 2013, cuja descricdo é por meio deste aquipocada em sua totalidade
como referéncia).

Conjugados de anticorpo-droga (ADCs)

[0072] A presente invencdo fornece conjugados de antiedrpga
(ADCs) compreendendo um anticorpo anti-EGFRvIII fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo conjugado com uma @degapéutica como
um agente citotéxico, uma droga quimioterapéutcaim radioisotopo.
[0073] Os agentes citotoxicos incluem qualquer agente que
prejudicial para o crescimento, a viabilidade oprapagacdo de células.
Exemplos de agentes citotoxicos adequados e deegggmmioterapéuticos
adequados que podem ser conjugados com os anscarppEGFRvVIIl de
acordo com este aspecto da invencédo incluem, pongo, hidrazida de 1-
(2-cloroetil)-1,2-dimetanossulfonila, 1,8-di-hididxciclo[7.3.1]trideca-4,9-
diene-2,6-di-ino-13-ona, 1-desidrotestosterona, luérburacil, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, 9-aminocamptoteciragtinomicina D,

amanitinas, aminopterina, anguidina, antracicliremtramicina (AMC),
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auristatinas, bleomicina, bussulfano, &acido bugjriccaliqueamicinas,
camptotecina, carminomicinas, carmustina, cemaastin cisplatina,
colquicina, combretastatinas, ciclofosfamida, eitéma, citocalasina B,
dactinomicina, daunorrubicina, decarbazina, diageémtildoxorrubicina,
dibromomanitol, di-hidroxiantracindiona, disorazois dolastatina,
doxorrubicina, duocarmicina, equinomicinas, elealtéras, emetina,
epotilonas, esperamicina, estramustinas, brometoeti#gio, etoposideo,
fluorouracilas, geldanamicinas, gramicidina D, gdierticoides, irinotecanos,
leptomicinas, leurosinas, lidocaina, lomustina (QJN maitansinoides,
mecloretamina, melfalano, mercatopurinas, metamsri metotrexato,
mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, N8-acetilesmidina,
podofilotoxinas, procaina, propranolol, pteridinas, puromicina,
pirrolobenzodiazepinas (PDBs), rizoxinas, estreptmana, talisomicinas,
taxol, tenoposideo, tetracaina, tioepa clorambtmihaimicinas, topotecans,
tubulisina, vimblastina, vincristina, vindesinanerelbinas, e derivados de
qualqguer um dos compostos citados acima. De acoodo determinadas
modalidades, o agente citotoxico que € conjugado gom anticorpo anti-
EGFRvIIl € um maitansinoide como DM1 ou DM4, um idado de
tomaimicina, ou um derivado de dolastatina. Outagentes citotoxicos
conhecidos na técnica sdo considerados dentro dop@sda presente
invencao, incluindo, por exemplo, toxinas proteicaso ricina, toxina dé€.
difficile, exotoxina depseudomonas, ricina, toxina de difteria, toxina de
botulinum, briodina, saporina, toxinas de carucu-de-cachsto (i€,
fitolacatoxina e fitolacigenina), e outros como @les apresentados em Sapra
et al., Pharmacol. & Therapeutics, 2013, 138:452-4609.

[0074] A presente invencao também inclui conjugados die@pb-
radionuclideo (ARCsAntibody-Radionuclide Conjugates) compreendendo
anticorpos anti-EGFRVIII conjugados com um ou maeaslionuclideos.

Radionuclideos exemplificadores que podem ser wsadocontexto deste
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aspecto da invencéo incluem, mas nédo se limitgmoreexemplo?2°Ac, 2Bi,
213j, 139, 18Re,?2'Th, 22Rn, #Ra,?**"Ra, €.

[0075] Em determinadas modalidades da presente invengm, S
fornecidos ADCs compreendendo um anticorpo antiHE@GHKF conjugado
com um agente citotoxico (por exemplo, qualquer demtre os agentes
citotoxicos descritos acima) via uma molécula ltgarQualquer molécula
ligante ou tecnologia de ligante conhecida na té&cpode ser usada para criar
ou construir um ADC da presente invencdo. Em deteias modalidades, o
ligante € um ligante clivavel. De acordo com outraxlalidades, o ligante é
um ligante nao clivavel. Ligargaeexemplificadores que podem ser usados no
contexto da presente invencao incluem, liganggle compreendem ou
consistem em por exemplo, MC (6-maleimidocaproila)MP
(maleimidopropanoila), val-cit (valina-citrulinayal-ala (valina- alanina),
sitio de dipeptideo em ligante clivavel por protgaala-phe (alanina-
fenilalanina), sitio de dipeptideo em ligante chefapor protease, PAB (p-
aminobenziloxicarbonila), @ SPP  (4-(2-piridiltio)panbato de  N-
succinimidila), SMCC (4-(N-maleimidometil)ciclo-hamo-1-carboxilato de
N-succinimidila), SIAB ((4-iodo-acetil)aminobenzoale N-succinimidila), e
suas variantes e combinacdes. Exemplos adicioedigahtes que podem ser
usados no contexto da presente invencdo sdo dssqdr exemplo, em US
7.754.681 e em Ducryioconjugate Chem., 2010, 27:5-13, e nas referéncias
citadas nos mesmos, cujos conteudos sdo aqui oremigls em suas
totalidades como referéncias.

[0076] A presente invencdo compreende ADCs nos quais gentke
conecta um anticorpo anti-EGFRvIII ou uma molégua se liga ao antigeno
em uma droga ou uma citotoxina mediante uma ligacdon aminoacido
especifico dentro do anticorpo ou da molécula gudiga ao antigeno.
Ligacdes de aminoacido exemplificadoras que podanusadas no contexto

deste aspecto da invencdo incluem, por exemplmaligconsulte, por
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exemplo, US 5.208.020; US 2010/0129314; Hollardeal., Bioconjugate
Chem., 2008, 19:358-361; WO 2005/089808; US 5.714.586S U
2013/0101546; e US 2012/0585592), cisteina (comsplor exemplo, US
2007/0258987; WO 2013/055993; WO 2013/055990; WO3A1H3873; WO
2013/053872; WO 2011/130598; US 2013/0101546; e TU%0.116),
selenocisteina (consulte, por exemplo, WO 2008/3226 Hoferet al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 2008, 705:12451-12456), formilglicina (consulpey
exemplo, Carriccet al., Nat. Chem. Biol., 2007, 3:321-322; Agarwadt al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2013, 110:46-51, e Rabulkhal., Nat. Protocols,
2012, 10:1052-1067), aminoacidos nao naturais (dt@sor exemplo, WO
2013/068874, e WO 2012/166559), aminoacidos addi@mnsulte, por
exemplo, WO 2012/05982). Ligast@odem também ser conjugados com
uma proteina que se liga ao antigeno via ligagéarlaoidratos (consulte, por
exemplo, US 2008/0305497, e Ryanal., Food & Agriculture Immunol.,
2001, 13:127-130) e ligardedissulfeto (consulte, por exemplo, WO
2013/085925, WO 2010/010324, WO 2011/018611, e is&ilae al., Nat.
Chem. Bial., 2006, 2:312-313).

[0077] Qualquer método conhecido na técnica para conjugaa
porcédo quimica com um peptideo, polipeptideo otacuacromolécula pode
ser usado no contexto da presente invencao paparpreum ADC anti-
EGFRvIIl como aqui descrito. Um meéetodo exemplifioaghara conjugacéo
de anticorpo-droga via um ligante é descrito aquErRemplo 12. Variacdes
neste método exemplificador serdo reconhecidas getasoas comumente
versadas na técnica e sao consideradas dentre@mossa presente invencao.
[0078] De acordo com determinadas modalidades, a presente
invencao fornece ADCs, em que um anticorpo antiHE@F como aqui
descrito (por exemplo, o anticorpo designado combHIB63N2) é
conjugado com uma composicdo de ligante-droga calescrito em
W02014/145090 (por exemplo, composto “7”, tambémanthdo aqui de
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“M0026”), cuja descricao € por meio deste aqui ipooada em sua totalidade
como referéncia (consulte também o Exemplo 12 )aqui

Mapeamento de epitopo e tecnologias relacionadas

[0079] O epitopo ao qual os anticorpos da presente inedigamn-se
pode consistir em uma unica sequéncia contiguaalerBais (por exemplo,
3,4,5, 6,7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20 ou mais)
aminoacidos de uma proteina EGFRvIIIl. Alternativatege o epitopo pode
consistir em uma pluralidade de aminoacidos natiguwos (ou sequéncias de
aminoacidos) de EGFRVvIIl. Em algumas modalidadesgpitopo esta
localizado no ou proximo do dominio de ligacaoigarite de EGFRvIIl. Em
outras modalidades, o epitopo esta localizado tho éxterno do dominio de
ligacdo ao ligante de EGFRVIII, por exemplo, em uotalizacdo sobre a
superficie de EGFRUVIII na qual um anticorpo, qualigido a um tal epitopo,
nao interfere com a ligacéo do ligante a EGFRuvIII.

[0080] A presente invencdo, de acordo com determinadas
modalidades, inclui anticorpos anti-EGFRvIII queeasficamente se ligam a
EGFRvIIl (e ndo se ligam ao EGFR), em que os arg@a® reconhecem o
peptideo juncional de EGFRUvIII (por exemplo, SEQ N®D:148). Tais
anticorpos podem ser aqui chamados de “ligantepestideo juncional”,
“anticorpos ligantes ao peptideo de EGFRUVIII", enskhantes. A presente
invencao, de acordo com outras modalidades, iadicorpos anti-EGFRuVII|
gue especificamente se ligam a EGFRUVIII (e ndagsen ao EGFR), em que
oS anticorpos nao reconhecem o peptideo juncioealEGFRvVIII (por
exemplo ndo reconhecem o peptideo juncional de IBERQO:148, e/ou n&o
reconhecem o peptideo de SEQ ID NO:165). Tais @pds podem ser aqui
chamados de “ligantes conformacionais”, “ligantesnformacionais ao
epitopo de EGFRvIII", e semelhantes.

[0081] Vérias técnicas conhecidas pelas pessoas comunesteas

na técnica podem ser usadas para determinar saticarpo “interage com

Peticdo 870160050117, de 08/09/2016, pag. 71/138



37 /88

um ou mais aminoacidos” dentro de um polipeptideode uma proteina.
Técnicas exemplificadoras incluem, por exemploaende bloqueio cruzado
rotineiro como aquele descrito em “Antibodies”, ldar e Pista (Cold Spring
Flarbor Press, Cold Spring Harb., NY), analise miotzal de varredura por
alaninas, analise de transferéncias de peptjptide blots) (Reineke, 2004,
Methods Mol. Biol. 248:443-463), e analise de clivagem de peptidé&mA
disso, métodos como excisao de epitopo, extrac@pitepo e modificacao
quimica de antigenos podem ser utilizados (Tom@d02Protein Science
9:487-496). Outro metodo que pode ser usado pardifidar aminoacidos
dentro de um polipeptideo com o qual um anticorgerage € a troca de
deutério por hidrogénio detectada por espectromelei massa. Em termos
gerais, 0 método de troca de deutério por hidragénvolve a marcacdo da
proteina de interesse com deutério, seguida pgicdo do anticorpo a
proteina marcada com deutério. A seguir, o0 comptkxproteina/anticorpo é
transferido para agua para permitir que ocorraogatrde deutério por
hidrogénio em todos os residuos exceto nos resiguotegidos pelo
anticorpo (que permanecem marcados com deutérps A dissociacdo do
anticorpo, a proteina alvo é submetida a clivagenppotease e a analise por
espectrometria de massa, descrevendo, com issesiokios marcados com
deutério que correspondem aos aminoacidos esmeciiom o0s quais o
anticorpo interage. Consulte, por exemplo, Ehrifif90) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; Engen e Smith (2004nal. Chem. 73:256A-
265A.

[0082] A presente invencao inclui, adicionalmente, anposr anti-
EGFRvIIl que se ligam ao mesmo epitopo que qualquerdos anticorpos
especificos exemplificadores aqui descritos (poenmg{o 0s anticorpos
compreendendo qualquer uma dentre as sequénciasandeoacidos
apresentadas aqui na Tabela 1). Igualmente, anpees@vencdo também

inclui anticorpos anti-EGFRvIII que competem peétmt¢ao a EGFRvIII com
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qualquer um dos anticorpos especificos exemplificesl aqui descritos (por
exemplo os anticorpos compreendendo qualquer umaedas sequéncias de
aminoacidos apresentadas aqui na Tabela 1).

[0083] Pode-se facilmente determinar se um anticorpo degaao
mesmo epitopo que, ou compete pela ligacdo conanticorpo de referéncia
anti-EGFRvIIl pelo uso de métodos rotineiros comtex na técnica e aqui
exemplificados. Por exemplo, para determinar santicorpo de teste se liga
ao mesmo epitopo que um anticorpo de referénciaE@®RVIII da
invencdo, o anticorpo de referéncia € permitidarlige a uma proteina
EGFRvIIl. A seguir, é avaliada a capacidade de oticerpo de teste para se
ligar a molécula de EGFRVIIl. Se o anticorpo deetes capaz de se ligar a
EGFRvIIl apés ligacdo de saturacdo com o anticaiporeferéncia anti-
EGFRvIIl, pode ser concluido que o anticorpo déetsge liga a um epitopo
diferente do epitopo ao qual se liga o anticorpoefieréncia anti-EGFRVIII.
Por outro lado, se o anticorpo de teste ndo € cadpdigar-se a molécula de
EGFRvVIIl apés ligacdo de saturacdo com o anticaiporeferéncia anti-
EGFRvIIl, entdo o anticorpo de teste pode ligaargsanesmo epitopo que o
epitopo ligado pelo anticorpo de referéncia antFR@Il da invencdao.
Experimentacéo rotineira adicional (por exemplaglises de ligacdo e de
mutacao de peptideo) pode ser entdo realizadacpafiamar se a observada
falta de ligacdo do anticorpo de teste € de fatoddea ligacdo ao mesmo
epitopo que o epitopo ao qual se liga o anticogeteréncia ou se bloqueio
estérico (ou outro fenbmeno) € responsavel peta tw ligacdo observada.
Experimentos deste tipo podem ser realizados usBhtA, RIA, Biacore,
citometria de fluxo ou qualquer outro ensaio gatiib ou quantitativo de
ligacdo de anticorpo disponivel na técnica. De dwazom determinadas
modalidades da presente invencédo, dois anticorg@snise ao mesmo
epitopo (ou sobrepbem-se ao mesmo epitopo) sexparplo, um excesso de

1, 5, 10, 20 ou 100 vezes de um anticorpo inibgac#o do outro em pelo
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menos 50% mas preferencialmente 75%, 90% ou me$%o &Gnforme
medido em um ensaio de ligacdo competitiva (coasybior exemplo,
Junghanset al., Cancer Res. 1990:50:1495-1502). Alternativamente, €
considerado que dois anticorpos se ligam ao mesrmiiope se
essencialmente todas as mutacdes de aminoaciddigerso que reduzem ou
eliminam a ligacdo de um anticorpo reduzem ou aelmi a ligacdo do outro
anticorpo. E considerado que dois anticorpos tépitdpos sobrepostos” se
um subconjunto das mutagdes de aminoacido que esdazi eliminam a
ligacdo de um anticorpo reduzem ou eliminam a &gadp outro anticorpo.
[0084] Para determinar se um anticorpo compete pela kg4géa
compete cruzadamente pela ligacdo)) com um anticdgoreferéncia anti-
EGFRvIIl, a metodologia de ligacdo descrita acimaedlizada em duas
orientacbes: Em uma primeira orientacdo, o antxode referéncia €
permitido ligar-se a uma proteina EGFRvVIII sob dobes de saturacao
seguido pela avaliacdo da ligacdo do anticorpo edteta molécula de
EGFRvIlIl. Em uma segunda orientacdo, o anticorpotedte € permitido
ligar-se a uma molécula de EGFRvIIl sob condi¢cbessaturacdo seguido
pela avaliacdo da ligacao do anticorpo de refeaéacenolécula de EGFRUVIII.
Se, em ambas as orientacdes, apenas 0 primeiaprati (de saturacao) é
capaz de ligar-se a molécula de EGFRVIII, entdonelaido que o anticorpo
de teste e o anticorpo de referéncia competenligatgiio a EGFRvIII. Como
sera reconhecido por uma pessoa versada na téemtaanticorpo que
compete pela ligacdo com um anticorpo de referénotle néo
necessariamente se ligar ao mesmo epitopo quécorgotde referéncia, mas
pode estericamente bloquear a ligacdo do anticdepeferéncia pela ligacéo
a um epitopo adjacente ou sobreposto.

Preparacao de anticorpos humanos

[0085] Os anticorpos anti-EGFRUvIII da presente invencadepo ser

anticorpos completamente humanos. Métodos de gematicorpos
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monoclonais, incluindo anticorpos monoclonais catgrhente humanos sao
conhecidos na técnica. Qualquer um de tais métodokecidos pode ser
usado no contexto da presente invencao para pregatiaorpos humanos
gue especificamente se ligam a EGFRvIII humana.

[0086] Com o uso da tecnologia VELOCIMMUNE™, por exemplo,
ou de qualquer outro meétodo similar conhecido pgeaar anticorpos
monoclonais completamente humanos, anticorpos @itiose de alta
afinidade por EGFRuvVIII séo inicialmente isoladosde uma regiao variavel
humana e uma regido constante de camundongo. @unfora secao
experimental abaixo, 0s anticorpos sdo caracter&zas selecionados de
acordo com caracteristicas desejaveis, incluindoidaide, atividade de
bloqueio de ligante, seletividade, epitopo, etc. feessario, as regides
constantes de camundongo sdo substituidas poragi rconstante humana
desejada, por exemplo IgG1 ou IgG4 modificada odipmte selvagem, para
gerar um anticorpo completamente humano anti-EGIERmnbora a regiéao
constante selecionada possa variar de acordo camsooespecifico, as
caracteristicas de especificidade pelo alvo e glcdio a antigeno de alta
afinidade residem na regidao variavel. Em deternoeachsos, 0s anticorpos
completamente humanos anti-EGFRvIIl sdo isoladostatnente de células-
B positivas para antigeno.

Bioequivalentes

[0087] Os anticorpos anti-EGFRVIII e os fragmentos de canpio
anti-EGFRvIIl da presente invencdo incluem proteitendo sequéncias de
aminoacidos que variam daquelas dos anticorpositbssenas que mantém a
capacidade para se ligarem a EGFRvIII humana. drgisorpos variantes e
fragmentos de anticorpo variantes compreendem umamais adicoes,
delecbes, ou substituicbes de aminoacidos quandoparados com a
sequéncia parental, mas apresentam atividade malgge é essencialmente

equivalente aquela dos anticorpos descritos. Igerate) as sequéncias de
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DNA que codificam o anticorpo anti-EGFRUvIII da pgage invencgao incluem
sequéncias que compreendem uma ou mais adicoesgcOeg] ou
substituicbes de nucleotideos quando comparadasaceegquéncia descrita,
mas que codificam um anticorpo anti-EGFRvIIl ougfreento de anticorpo
anti-EGFRvVIIl que é essencialmente bioequivalentena anticorpo anti-
EGFRvIIl ou fragmento de anticorpo anti-EGFRvIII @encéo. Exemplos
de tais sequéncias de aminoacidos variantes ersggeé@e DNA variantes
séo discutidos abaixo.

[0088] Dois anticorpos de ligacdo a antigeno, ou duasipras de
ligacdo a antigeno, sdo considerados (considerdi@sjuivalentes se, por
exemplo, sdo equivalentes farmacéuticos ou aligasafarmacéuticas cujas
taxa e extensédo de absorcao ndo mostram uma didesanificativa quando
administrados na mesma dose molar sob condicOesiexgntais similares,
quer dose Unica quer multiplas doses. Alguns amisoserdo considerados
equivalentes ou alternativas farmacéuticas se gdiwaentes na extensao de
sua absorcdo mas ndo na sua taxa de absorca@eaaem ser considerados
bioequivalentes porque tais diferencas na taxabdergdo sao intencionais e
sao refletidas na marcacdo, ndo s&o essenciais gaabtencdo de
concentracdes de droga corporais efetivas durpateexemplo, uso cronico,
e sao considerados medicamente insignificantes@araduto farmacéutico
especifico estudado.

[0089] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacao gematisao
bioequivalentes se ndo houver diferencas clinicéengignificativas em suas
segurancga, pureza e poténcia.

[0090] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacao gematisao
bioequivalentes se um paciente puder ser mudadoounnaais vezes entre o
produto de referéncia e o produto biolégico semaumento previsto no risco
para efeitos adversos, incluindo uma alteracdacelnente significativa em

imunogenicidade, ou efetividade diminuida, em ca@p@o com a terapia
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continuada sem tal mudanca.

[0091] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacao gematisao
bioequivalentes se ambas atuarem por um mecanismont ou mecanismos
comuns de acado para a condicdo ou as condi¢cdesogd@al medida em que
tais mecanismos sejam conhecidos.

[0092] Bioequivaléncia pode ser demonstrada por métaaes/o e
in vitro. As medicOes de bioequivaléncia incluem, por exen{a) um teste
in vivo em humanos ou outros mamiferos, em que a concéaatrdo
anticorpo ou de seus metabdlitos € medida no sanguaglasma, no soro, ou
em outro fluido biologico como uma fungdo do temfm; um testan vitro
gue tem sido correlacionado com e é razoavelmeam@ityo de dados de
biodisponibilidade humania vivo; (c) um testen vivo em humanos ou outros
mamiferos em que o efeito farmacoldgico agudo a@adp do anticorpo (ou
de seu alvo) € medido como uma funcdo do tempd) end um teste clinico
bem controlado que estabelece a seguranca, a iafickmu a
biodisponibilidade ou a bioequivaléncia de um ampo.

[0093] As variantes bioequivalente de anticorpos anti-E@FRla
invencdo podem ser construidas, por exemplo, pEéizacdo de varias
substituicbes de residuos ou sequéncias ou detexdesiduos internos ou
terminais ou de sequéncias internas ou terminas mecessarios (nao
necessarias) para a atividade biologica. Por exemgsiduos de cisteina nao
essenciais para a atividade biologica podem setatkls ou substituidos por
outros aminoacidos para prevenir a formacédo de epomte dissulfeto
intramoleculares desnecessarias ou incorretas igmaturacdo. Em outros
contextos, 0s anticorpos bioequivalentes podenuiineariantes de anticorpo
anti-EGFRvIIl compreendendo alteragcbes de aminoaguke modificam as
caracteristicas de glicosilacdo dos anticorpos, epg@mplo, mutacdes que
eliminam ou removem a glicosilac&o.

Seletividade para espécie e reatividade cruzada eatespécies
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[0094] A presente invencdo, de acordo com determinadas
modalidades, fornece anticorpos anti-EGFRvIII geeligam a EGFRuvIII
humana, mas nédo a EGFRuvIII de outra espécie. Aeptesnvencado tambem
inclui anticorpos anti-EGFRVIII que se ligam a EGHR humana e a
EGFRvIIlI de uma ou mais espécies ndo humanas.Xean@o, 0os anticorpos
anti-EGFRvIIl da invencdo podem liga-se a EGFRalllmana e podem ou
nao se ligar, conforme for o caso, a uma ou maiSHa@| de camundongo,
rato, porquinho-da-india, hamster, gerbo, porcdp,gedo, coelho, cabra,
ovelhal/carneiro, vaca, cavalo, camelo, macaco ahgon sagui, reso ou
chimpanzé. De acordo com determinadas modalidaxkmpdificadoras da
presente invencdo, sdo fornecidos anticorpos &EHVIII que
especificamente se ligam a EGFRvIIl humana e a BBFRe macaco
cinomolgo (por exempldylacaca fascicularis) EGFRvIII. Outros anticorpos
anti- EGFRvIII da invencao ligam-se a EGFRVIII huraamas néo se ligam
a, ou se ligam apenas fracamente a, EGFRvIII dacoacinomolgo.
Anticorpos multiespecificos

[0095] Os anticorpos da presente invencdo podem ser
monoespecificos ou multiespecificos (por exemplagsgecifico). Os
anticorpos multiespecificos podem ser especifiema ppitopos diferentes de
um polipeptideo alvo ou podem conter dominio declip a antigeno
especificos para mais que um polipeptideo alvos@ta por exemplo, Tutt
et al., 1991,J. Immunol. 147:60-69; Kuferet al., 2004, Trends Biotechnol.
22:238-244. Os anticorpos anti-EGFRvIII da presentencdo podem ser
ligados a ou coexpressados com outra moléculadnakipor exemplo, outro
peptideo ou outra proteina. Por exemplo, um am@au fragmento do
mesmo pode ser funcionalmente ligado (por exemplw, acoplamento
quimico, fusdo genética, associacado nédo covalentie@utro modo) a uma
ou mais outras entidades moleculares, como outroogmo ou fragmento de

anticorpo para produzir um anticorpo biespecifieo nultiespecifico com
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uma segunda especificidade de ligacao.

[0096] A presente invencéao inclui anticorpos biespecifemsque um
braco de uma imunoglobulina liga-se a EGFRVIII hnaa o outro braco da
imunoglobulina € especifico para um segundo antigérnbraco de ligacao a
EGFRvIlIl pode compreender qualquer uma dentre aguéseias de
HCVR/LCVR ou CDR apresentadas aqui na Tabela 1. determinadas
modalidades, o braco de ligacdo a EGFRUVIII ligadeGFRvIII humana e
bloqueia a ligacao de ligante a EGFRuvIII. Em outrexlalidades, o braco de
ligacdo a EGFRuvIII liga-se a EGFRvIIIl, mas nao bieiq a ligacdo de ligante
a EGFRuVIIL.

[0097] Um formato de anticorpo biespecifico exemplificadyre
pode ser usado no contexto da presente invencaivera utilizacdo de um
primeiro dominio G3 de imunoglobulina (Ig) e um segundo domini8 de
lg, em que os primeiro e segundo domini@8 @e Ig diferem um do outro
em pelo menos um aminoacido, e em que a difereacpetb menos um
aminoacido reduz a ligacdo do anticorpo biespecific Proteina A em
comparacdo com um anticorpo biespecifico isento dif@renca de
aminoacido. Em uma modalidade, o primeiro domini@ @e Ig liga-se a
Proteina A e o segundo dominig3de Ig contém uma mutacao que reduz ou
elimina a ligacédo a Proteina A como uma modificad86R (por numeracao
de éxons de acordo com IMGT; H435R por numeracad. ElJsegundo
dominio G43 pode compreender, adicionalmente, uma modifica&&d- (por
IMGT; Y436F por EU). Outras modificacbes que podsen encontradas
dentro do segundo dominis&incluem: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M
e V82| (por IMGT; D356E, L358M], N384S, K392N, V39I], e V422I por
EU) no caso de anticorpos IgG1l; N44S, K52N e VE8RIGT; N384S,
K392N, e V422l por EU) no caso de anticorpos Ig&RQ15R, N44S, K52N,
V57M), R69K, E79Q e V82| (por IMGT; Q355R, N384S3%&N, V397M],
R409K, E419Q, e V422l por EU) no caso de anticolpg@4. Variagdes no
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formato de anticorpo biespecifico descrito acima @@nsideradas dentro do
escopo da presente invencao.

[0098] Outros formatos biespecificos exemplificadores ppegem ser
usados no contexto da presente invencao incluemm, Igaitacdo, por
exemplo, formatos biespecificos de diacorpo oudmseem scFv, fusbes de
IgG-scFv, dominio variavel dual (DVD)-lgQuadroma, knobs-into-holes,
cadeia leve comum (por exemplo, cadeia leve comumknobs-into-holes,
etc.), Crosstab, CrossFab, (SEED)body, ziper de leucina,Duobody,
IgG1/1gG2, Fab de acdo dual (DAF)-IgG, e formatasspecificos Mab
(consulte, por exemplo, Kleigt al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, e as referéncias
citadas no mesmo, para uma analise dos formatadositanteriormente). Os
anticorpos biespecificos podem também ser conssuidando conjugacao
de peptideo/acido nucleico, por exemplo, em quen@didos ndo naturais
com reatividade quimica ortogonal sdo usados parar gconjugados de
anticorpo-oligonucleotideo sitio-especificos quédense automontam em
complexos multiméricos com composicdo, valénciaeentetria definidas.
(Consulte, por exemplo, Kazame al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4,
2072)).

Formulacao terapéutica e administracéo

[0099] A invencgao fornece composicdes  farmacéuticas
compreendendo os anticorpos anti-EGFRvIII ou seagnientos de ligacao a
antigeno da presente invencdo. As composicOes ¢autieas da invencao
sao formuladas com carreadores, excipientes, eoagentes adequados que
fornecem transferéncia, liberacéo, tolerancia nraltes, e semelhantes. Uma
multiplicidade de formulacdes apropriadas podeesepntrada no formulario
conhecido por todos os quimicos farmacéuticos: ‘iRgtan's
Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Compdfgston, PA. Estas
formulagdes incluem, por exemplo, pds, pastas, emgs, geleias, ceras,

Oleos, lipidios, vesiculas contendo lipidio (catés ou anibnicas) (como
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LIPOFECTIN™, Life Technologies, Carlsbad, CA), aoggdos de DNA,
pastas de absorcao anidras, emulsfes de Oleo-eaneage agua-em-oleo,
emulsbes de carbowax (poli(glicéis etilénicos ddogpesos moleculares),
géis semissolidos, e misturas semissolidas conteradbowax. Consulte
também Powell et al. “Compendium of excipients for parenteral
formulations” PDA (1998). Pharm. Sci. Technol. 52:238-311.

[00100] A dose de anticorpo administrada a um paciente padar
dependendo da idade e do tamanho do paciente, dacalocalvo, das
condicdes, da rota de administracdo, e semelhaAtedose preferida é
tipicamente calculada de acordo com o peso cormarad area superficial
corporal. Em um paciente adulto, pode ser vantaj@bministrar
intravenosamente o anticorpo da presente invengiimaimente em uma
dose unica de cerca de 0,01 a cerca de 20 mg/kgesie corporal, mais
preferencialmente de cerca de 0,02 a cerca decérda de 0,03 a cerca de 5,
ou de cerca de 0,05 a cerca de 3 mg/kg de pesorabripependendo da
severidade da condicéo, a frequéncia e a duracd&catimmento podem ser
ajustadas. As tabelas de horarios e dosagens asfgp@ra administrar os
anticorpos anti-EGFRvIlIl podem ser determinadas iecamente; por
exemplo, o progresso do paciente pode ser mondoqaat avaliacao
periodica, e a dose pode ser ajustada de acorda@aliacdo. Aléem disso,
a graduacdo das dosagens interespécies pode kead@aisando metodos
bem conhecidos na técnica (por exemplo, Mordsrdi., 1991 ,Pharmaceut.
Res. 8:1351).

[00101] Varios sistemas de liberacdo sdo conhecidos e paem
usados para administrar a composicao farmacéutecaindencdo, por
exemplo, encapsulacdo em lipossomas, microparsicutaicrocapsulas,
células recombinantes capazes de expressar os mistentes, endocitose
mediada por receptor (consulte, por exemplo,ei\al., 1987,J. Biol. Chem.

262:4429-4432). Métodos de introducéo incluem, nésse limitam a, rotas
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intradermal, intramuscular, intraperitoneal, in#awsa, subcutanea,
intranasal, epidural e oral. A composicdo podeaseninistrada por qualquer
rota conveniente, por infusdo ou injecdo de botw, gbsorcdo através de
revestimentos epiteliais ou mucocutaneos (por elemmucosa oral,
mucosas retal e intestinal, etc.) e pode ser adtradia junta com outros
agentes biologicamente ativos. A administracao gedsistémica ou local.
[00102] Uma composicdo farmacéutica da presente invencde per
liberada subcutanea ou intravenosamente com uniagaepadrdo e uma
agulha padrao. Além disso, em relacao a liberaghoutanea, um dispositivo
de caneta de liberacdo facilmente tem aplicacOeslileenacdo de uma
composicao farmacéutica da presente invencdo. Udisigositivo de caneta
de liberac&o pode ser reutilizavel ou descartdyal.dispositivo de caneta de
liberac&o reutilizavel de modo geral utiliza umteeaho substituivel que
contém uma composicdo farmacéutica. Quando toda ompasicao
farmacéutica dentro do cartucho foi administrada @artucho esta vazio, o
cartucho vazio pode ser facilmente descartado stitwido por um novo
cartucho que contéem a composicao farmacéuticasfpsitivo de caneta de
liberacdo pode ser entdo usado de novo. Em um dlisppode caneta de
liberacdo descartavel, ndo ha cartucho substituizeh vez disto, o
dispositivo de caneta de liberacdo descartavecébréo preenchido com a
composicao farmacéutica mantida dentro de um raseig dentro do
dispositivo. Quando o reservatorio é esvaziadoodaposicao farmacéutica, o
dispositivo inteiro € descartado.

[00103] Numerosos dispositivos de caneta de liberacéo ldbeiacao
com autoinjetor tém aplicacbes na liberacdo subeat@le uma composicao
farmacéutica da presente invencdo. Exemplos ingloess nao se limitam a
AUTOPEN™  (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), caaet
DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdo8uica), caneta
HUMALOG MIX 75/25™, caneta HUMALOG™, caneta HUMALIN
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70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOV@&N™ |, Il e Ill (Novo
Nordisk, Copenhagen, Dinamarca), NOVOPEN JUNIOR®vV(NNordisk,
Copenhagen, Dinamarca), caneta BD™ (Becton Dickinfoanklin Lakes,
NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, e
OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Alemanha), eamas para citar
alguns. Exemplos de dispositivos de caneta deagder descartaveis tendo
aplicacbes em liberacdo subcutanea de uma compofagéacéutica da
presente invencdo incluem, mas nao se limitam aetaaSOLOSTAR™
(Sanofi-Aventis), a caneta FLEXPEN™ (Novo Nordiskg caneta
KWIKPEN™ (Eli Lilly), o autoinjetor SURECLICK™ Autmjector (Amgen,
Thousand Oaks, CA), a caneta PENLET™ (Haselmeiamyttdart,
Alemanha), a caneta EPIPEN™ (Dey, L.P.), e a cadetisiiRA™ (Abbott
Labs, Abbott Park IL), apenas para citar alguns.

[00104] Em determinadas situagOes, a composicdo farmaaéoide
ser liberada em um sistema de liberacdo controlada.uma modalidade,
uma bomba pode ser usada (consulte Larsgpra; Sefton, 1987CRC Crit.
Ref. Biomed. Eng. 14:201). Em outra modalidade, materiais polimérico
podem ser utilizados; consulte, “Medical Applicasmf Controlled Release”,
Langer e Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca R&londa. Em ainda outra
modalidade, um sistema de liberacdo controlada edeposicionado na
proximidade do alvo da composicéo, exigindo dessad apenas uma fracéo
da dose sistémica (consulte, por exemplo, Good$6B84, em “Medical
Applications of Controlled Release%upra, vol. 2, pp. 115-138). Outros
sistemas de liberacdo controlada sdo discutidanakse por Langer, 1990,
Science 249:1527-1533.

[00105] As preparacdes injetaveis podem incluir formas dgsagem
para injecdes intravenosa, subcutanea, intracu@memamuscular, infusdes
por gotejamento, etc. Estas preparactes injet@oelem ser preparadas por

meétodos publicamente conhecidos. Por exemplo, egapcdes injetaveis
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podem ser preparadas, por exemplo, por dissolugispensao ou
emulsificagcdo do anticorpo ou de seu sal descdimaem um meio aquoso
estéril ou um meio oleoso convencionalmente usaaa mjecdes. Como o
meio aquoso para injecdes, ha, por exemplo, solsghioa fisiologica, uma
solucao isotbnica contendo glicose e outros agenteiares, etc., que pode
ser usada em combinacdo com um agente solubilizai@guado como um
alcool (por exemplo, etanol), um polialcool (poemyplo, glicol propilénico,
poli(glicol etilénico)), um tensoativo ndo idnicpor exemplo, polissorbato
80, HCO-50 (aduto de polioxietileno-(50 mols)-deal de ricino
hidrogenado)], etc. Como o meio oleoso, sao utlbza por exemplo, 6leo de
gergelim, 6leo de feijao-soja, etc., que podemusdzados em combinacao
com um agente solubilizante como benzoato de lzeréidool benzilico, etc.
Uma ampola apropriada € preferencialmente cheia &onjecao preparada
dessa forma.

[00106] Vantajosamente, as composi¢cOes farmacéuticas gararal
ou parenteral descritas acima sé&o preparadas commad de dosagem em
uma dose unitaria adequada para ajustar uma dasengi@dientes ativos.
Tais formas de dosagem em uma dose unitaria inglysn exemplo,
comprimidos, pilulas, capsulas, injecbes (ampolaspositérios, etc. A
guantidade do anticorpo anteriormente mencionadtdmé, de modo geral,
de cerca de 5 a cerca de 500 mg por forma de dosageuma dose unitaria;
especialmente sob a forma de injecdo, € preferide q anticorpo
anteriormente mencionado esteja contido em cercaaleerca de 100 mg e
em cerca de 10 a cerca de 250 mg para outras falendesagem.

Usos terapéuticos dos anticorpos

[00107] A presente invencao inclui meétodos compreendendo
administrar a um individuo que necessita da mesma @OMPOSICA0
farmacéutica compreendendo um anticorpo anti-EGIFRRul um conjugado

de anticorpo-droga compreendendo um anticorpo EEBERVIII (por
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exemplo, um anticorpo anti-EGFRvIII ou ADC compréendo qualquer uma
dentre as sequéncias de HCVR/LCVR ou CDR como eptadas aqui na
Tabela 1). A composicéo terapéutica pode compreajquedquer um dentre
os anticorpos anti-EGFRUVIII, ou seus fragmentodigls;do a antigeno, ou
ADCs aqui descritos, e um diluente ou carreadomdaaeuticamente
aceitavel.

[00108] Os anticorpos e ADCs da invencao sao Uieisy alia, para
tratamento, a prevencédo e/ou a melhoria de qualdaenca ou disturbio
associada com (associado com) ou mediada peladdwegela) atividade ou
expressao de EGFRvIIl, ou tratavel pelo bloqueio imt@racdo entre e
EGFRvIIl e um ligante de EGFR ou diferentementa p@bicdo da atividade
e/ou sinalizacdo de EGFRUVIII, e/ou estimulacdontdermalizacdo de receptor
e/ou decréscimo do numero de receptores em supedi& célula. Por
exemplo, os anticorpos e ADCs da presente inverga@m Uteis para
tratamento de tumores que expressam EGFRvIlIl eloel rgspondem a
sinalizacdo mediada por ligante. Os anticorpos #aggnentos de ligacdo a
antigeno da presente invencédo podem também sevsupach tratar tumores
primarios e/ou metastasicos que ocorrem no cérebmas meninges, em
orofaringe, pulmdo e arvore bronquial, trato gastestinal, tratos
reprodutivos masculino e feminino, masculo, ossde @ apéndices, tecido
conjuntivo, baco, sistema imune, células formaddeasague e medula 0ssea,
figado e trato urinario, e 6rgdos sensoriais eagea@omo o0 olho. Em
determinadas modalidades, os anticorpos e ADCsnden¢do séo usados
para tratar um ou mais dentre os seguintes cancesiesnoma de ceélula
renal, carcinoma pancreatico, cancer de cabecace@® cancer de prostata,
gliomas malignos, osteossarcoma, cancer colorretaicer gastrico (por
exemplo, cancer gastrico com amplificacdo MET), oted®oma maligno,
mieloma multiplo, cancer ovariano, cancer de pulmaocélula pequena,

cancer de pulméao de célula ndo pequena, sarcomaadjrcancer de tireoide,
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cancer de mama, ou melanoma.

[00109] No contexto dos métodos de tratamento aqui desgcrito
anticorpo anti-EGFRuvIII pode ser administrado counea monoterapia (isto
€, como o0 Unico agente terapéutico) ou em combinagi um ou mais
agentes terapéuticos adicionais (cujos exemplosis&eritos aqui em outro
lugar).

[00110] De acordo com modalidades especificas, a preseveagao
fornece métodos para tratar um cancer, reduzicionesnto de tumor e/ou
causar regressao de tumor em um paciente. Os nsétliedacordo com este
aspecto da invencdo compreendem administrar a wmenp@ um primeiro
conjugado de anticorpo-droga (ADC) quer sozinha gue combinacdo com
um segundo anticorpo anti-EGFRvIIlI ou ADC. O primmeADC tipicamente
compreendera um anticorpo ou fragmento de ligac&ntéggeno de um
anticorpo e uma citotoxina, em que o anticorpo ragrhento de ligacdo a
antigeno do primeiro ADC especificamente se ligE@&Rvlll, mas nao se
liga ao peptideo juncional de EGFRvIII de SEQ ID:l4MB ou ao peptideo de
SEQ ID NO:165 (isto €, o primeiro ADC compreende w@amticorpo
conformacional de ligacdo a EGFRvIIl). Em modalemdias quais um
segundo anticorpo ou ADC é administrado, o seguandtecorpo ou ADC
tipicamente compreendera um anticorpo ou fragmdatbgacao a antigeno
de um anticorpo e uma citotoxina, em que o segamticorpo ou fragmento
de ligac&o a antigeno especificamente se liga a&RzHFe também se liga ao
peptideo juncional de EGFRVIII de SEQ ID NO:148ue#0 peptideo de SEQ
ID NO:165 (isto €, o segundo anticorpo ou ADC casepide um anticorpo de
ligacdo ao peptideo juncional de EGFRuvIIl). Quandims ADCs anti-
EGFRvIIl separados sdo usados no contexto destectaspla invencéo,
ambos os ADCs podem, em determinadas modalidaoiegreender idéntico
agente citotoxico ou a mesma classe de agentedxitot Em outras

modalidades nas quais dois ADCs anti-EGFRVIII sag@s sdo usados, cada
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ADC pode compreender um agente citotoxico diferesitay uma classe
diferente de agente citotoxico. Modalidades exdmptioras n&o limitadoras
deste aspecto da invengao sdo aqui descritas mopixd 4. De acordo com
determinadas modalidades, o anticorpo ou fragm#mi@acéo a antigeno do
primeiro ADC (isto €, o anticorpo conformacional ligacdo a EGFRuvIII)
compreende regides determinantes complementarid@dmadeias pesadas e
leves compreendendo SEQ ID NOs: 36, 38, 40, 44,448, ou a regiao
variavel de cadeia pesada compreendendo SEQ ID 3d0e um regiéo
variavel de cadeia leve compreendendo SEQ ID NO:42.

Terapia de combinacgao e formulacdes

[00111] A presente invencao inclui composicoes e formulacoe
terapéuticas compreendendo qualquer um dentreticeros anti-EGFRvIII
aqui descritos em combinacdo com um ou mais conmpese
terapeuticamente ativos adicionais, e métodosalantiento compreendendo
administrar tais combinac¢des aos individuos quesstam das mesmas.
[00112] Os anticorpos anti-EGFRUvIII da presente invencadepo ser
coformulados com e/ou administrados em combinagio am ou mais
componente(s)  terapeuticamente  ativo(s)  adicionakdicionais),
selecionado(s) do grupo consistindo em: um antatgpnide PRLR (por
exemplo, um anticorpo anti-PRLR ou um inibidor ncollar pequeno de
PRLR), um antagonista de EGFR (por exemplo, uncamuo anti-EGFR [por
exemplo, cetuximab ou panitumumab] ou inibidor roolar pequeno de
EGFR [por exemplo, gefitinib ou erlotinib]), um agbnista de outro membro
da familia de EGFR como Her2/ErbB2, ErbB3 ou Erljgdr exemplo, anti-
ErbB2 [por exemplo, trastuzumab ou T-DM1 {KADCYLA®}anticorpo
anti-ErbB3 ou anti-ErbB4 ou inibidor molecular peqo de atividade de
ErbB2, ErbB3 ou ErbB4), um antagonista de cMET (paemplo, um
anticorpo anti-cMET), um antagonista de IGF1R (@oemplo, um anticorpo

anti-IGF1R), um inibidor de B-raf (por exemplo, varafenib, sorafenib,
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GDC-0879, PLX-4720), um inibidor de PDGFR-(por exemplo, um
anticorpo anti-PDGFRY, um inibidor de PDGFR- (por exemplo, um
anticorpo anti-PDGFR-ou inibidor molecular pequeno de quinase como, por
exemplo, mesilato de imatinib ou malato de surainum inibidor de ligante
de PDGF (por exemplo, anticorpo anti-PDGF-A, -B, €0 -D, aptamero,
SiRNA, etc.), um antagonista de VEGF (por exempta, VEGF-Trap como
aflibercept, consulte, por exemplo, US 7.087.4aimfiém chamado aqui de
uma “proteina de fuséo inibidora de VEGF”), antomranti-VEGF (por
exemplo, bevacizumab), um inibidor molecular peguele quinase de
receptor de VEGF (por exemplo, sunitinib, sorafeaib pazopanib)), um
antagonista de DLL4 (por exemplo, um anticorpo-Bxti 4 descrito em US
2009/0142354 como REGN421), um antagonista de Apg2exemplo, um
anticorpo anti-Ang2 descrito em US 2011/0027286 @d#iH685P), um
antagonista de FOLH1 (por exemplo, um anticorpoi-E@LH1), um
antagonista de STEAP1 ou STEAP2 (por exemplo, umicaapo anti-
STEAP1 ou um anticorpo anti-STEAP2), um antagordetal MPRSS2 (por
exemplo, um anticorpo anti-TMPRSS2), um antagont#a MSLN (por
exemplo, um anticorpo anti-MSLN), um antagonistaGi#9 (por exemplo,
um anticorpo anti-CA9), um antagonista de uroplafpor exemplo, um
anticorpo anti-uroplakin [por exemplo, anticorpo tidWPK3A], um
antagonista de MUC16 (por exemplo, um anticorpo-MitC16), um
antagonista de antigeno Tn (por exemplo, um amaoanti-Tn), um
antagonista de CLEC12A (por exemplo, um anticompp-@LEC12A), um
antagonista de TNFRSF17 (por exemplo, um anticargp TNFRSF17), um
antagonista de LGR5 (por exemplo, um anticorpo -laB&R5), um
antagonista monovalente de CD20 (por exemplo, umcapo monovalente
anti-CD20 como rituximab), um anticorpo anti-PDeiy anticorpo anti-PD-
L1, um anticorpo anti-CD3, um anticorpo anti-CTLAe#c. Outros agentes

que podem ser beneficamente administrados em cag@don com as
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moléculas biespecificas de ligacdo a antigeno #ang&o incluem, por
exemplo, tamoxifeno, inibidores de aromatase, éidores de citocina,
incluindo inibidores moleculares pequenos de ait@ae anticorpos que se
ligam as citocinas como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, Ib; IL-6, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-17, IL-18, ou aos seus respectiveseptores.

[00113] A presente invencao inclui composicoes e formulacoe
terapéuticas compreendendo qualquer um dentreticeros anti-EGFRvIII
aqui descritos em combinacdo com um ou mais ageupiasoterapéuticos.
Exemplos de agentes quimioterapéuticos incluemtagesquilantes como
tiotepa e ciclofosfamida (Cytoxan™); sulfonatosatiguila como bussulfano,
improssulfano e pipossulfano; aziridinas como bdopa, carboquona,
meturedopa, e uredopa; etileniminas e metilamelasnimcluindo altretamina,
trietienomelamina, trietilenofosforamida, trietiiofosforamida e
trimetilolmelamina; mostardas de nitrogénio commraibucil, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, meclora@tamcloridrato de oxido
de mecloretamina, melfalano, novembiquina, fenesterprednimustina,
trofosfamida, mostarda de wuracila; nitrosoureiasm@o carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustinanimustina; antibiéticos
como aclacinomisinas, actinomicina, autramicinagsaerina, bleomicinas,
cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carmimoma, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detieicina, 6-diazo-5-0xo-
L-norleucina, doxorrubicina, epirrubicina, esoraiba, idarrubicina,
marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, alagnicina, olivomicinas,
peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamiginarodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, uherj zinostatina,
zorrubicina; antimetabdlitos como metotrexato elubtburacil (5-FU);
analogos de acido folico como denopterina, metatex pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina como fludarabigamercaptopurina,

tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina coamitabina, azacitidina,
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6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridinadoxifluridina,

enocitabina, floxuridina; androgénios como calustar propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolaa; antiadrenais como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; agente ssabcedor de acido folico
como acido frolinico; aceglatona; aldofosfamidaggideo; &cido
aminolevulinico; ansacrina; bestrabucil; bisantremdatraxato; defofamina,;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato dptiglio; etoglucida; nitrato
de galio; hidroxiureia; lentinana; lonidamina; ngt@mzona; mitoxantrona;
mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; puhicina; acido

podofilinico; 2-etil-hidrazida; procarbazina; PSK™azoxana; sizofirano;
espirogermanio; acido tenuazoénico; triaziquona;,Z;&iclorotrietilamina;

uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mutotol; mitolactol;

pipobromano; gacitosina; arabinosideo (“Ara-C”)¢cla@iosfamida; tiotepa;
taxanos, por exemplo paclitaxel (Taxol™, Bristol-dly Squibb Oncology,
Princeton, N.J.) e docetaxel (Taxotere™; Aventistofy, Franca);

clorambucil; gencitabina; 6-tioguanina; mercaptapair metotrexato;
analogos de platina como cisplatina e carboplatinaablastina; platina;

etoposideo (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; maoxrona; vincristing;
vinorelbina; navelbina; novantrona; teniposideaqjraamicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; CPT-11; inibidores de topoismse RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFOQO); acido retinoico; eqenicinas; capecitabina; e
sais, acidos ou derivados farmaceuticamente aeestale qualquer um(a)
citado (citada) acima. Também estdo incluidos ndsefmicdo os agentes
anti-hormonais que atuam para regular ou inibircdoahormonal sobre
tumores como antiestrogénios incluindo por exengreoxifeno, raloxifeno,
4(5)-imidazéis inibidores de aromatase, 4-hidrowiaifeno, trioxifeno,

ceoxifeno, LY 117018, onapristona, e toremifeno réBen); e

antiandrogénios como flutamida, nilutamida, bicatida, leuprolida, e

goserelina; e sais, acidos ou derivados farma@suéaote aceitaveis de

Peticdo 870160050117, de 08/09/2016, pag. 90/138



56 /88

qualquer um(a) citado (citada) acima.

[00114] Os anticorpos anti-EGFRvIIl da invencdo podem tamlisér
administrados e/ou coformulados em combinacao cumirais, antibidticos,
analgeésicos, corticosteroides, esteroides, oxigéamtioxidantes, inibidores
de COX, cardioprotetores, agentes quelantes deisndtaN-gama e/ou
NSAIDs.

[00115] O(s) componente(s) terapeuticamente ativo(s) auhtio
(adicionais), por exemplo, qualquer um dentre cantasg listados acima ou
seus derivados, pode(m) ser administrado(s) inmemdetite antes da,
juntamente com a, ou pouco depois da administrdgdom anticorpo anti-
EGFRvIIl da presente invencao; (para os proposimgresente descricao,
tais regimes de administracdo sdo consideradosnaniattacdo de um
anticorpo anti-EGFRvIIl  “em combinagdo com” um camnpnte
terapeuticamente ativo adicional). A presente ig@eninclui composi¢coes
farmacéuticas nas quais um anticorpo anti-EGFRldllpresente invencao é
coformulado com um ou mais dentre o(s) componénte(apeuticamente
ativo(s) adicional (adicionais) conforme aqui désam outro lugar.

Regimes de administracao

[00116] De acordo com determinadas modalidades da presente
invencdo, doses multiplas de um anticorpo anti-EGFRou de uma
composicao farmacéutica compreendendo uma comiurgegdim anticorpo
anti-EGFRvIIl e qualquer um dentre os agentes &ragamente ativos aqui
mencionados) podem ser administradas a um indivdduemte um periodo de
tempo determinado. Os métodos de acordo com eptrtasda invencao
compreendem sequencialmente administrar a um aubuviloses multiplas de
um anticorpo anti-EGFRvIIl da invencdo. Como aquisado,
“sequencialmente administrar” significa que cadaedde anticorpo anti-
EGFRvIIl é administrada ao individuo em um instadgdempo diferente, em

dias diferentes separados por um intervalo prem@ado (por exemplo,

Peticdo 870160050117, de 08/09/2016, pag. 91/138



571788

horas, dias, semanas ou meses). A presente invencl@ métodos que
compreendem sequencialmente administrar ao pacierdelose Unica inicial
de um anticorpo anti-EGFRuvIII, seguida por uma aisndoses secundarias
do anticorpo anti-EGFRVIII, e opcionalmente segsipar uma ou mais doses
terciarias do anticorpo anti-EGFRuvIII.

[00117] Os termos “dose inicial’, “doses secundarias”, es&b
terciarias”, referem-se a sequéncia temporal deirsinacdo do anticorpo
anti-EGFRvIIl da invencdo. Dessa forma, a “doseiafii € a dose que é
administrada no inicio do regime de tratamento lfiaim chamada de a “dose
de linha base”); as “doses secundarias” sdo assdpse sdo administradas
apos a dose inicial; e as “doses terciarias” sabpass que sao administradas
apos as doses secundarias. Todas as doses irseieis)darias, e terciarias
podem conter a quantidade igual de anticorpo aB&vIIl, mas de modo
geral podem diferir umas das outras em termos daguéncia de
administracdo. Em determinadas modalidades, entogta quantidade de
anticorpo anti-EGFRVIII contida nas doses iniccundarias e/ou terciarias
varia de uma para as outras (por exemplo, ajugi@eacima ou para baixo se
apropriado) durante o curso do tratamento. Em woht@das modalidades,
duas ou mais (por exemplo, 2, 3, 4, ou 5) doseaddmnistradas no inicio do
regime de tratamento como “doses de carregamemglidas por doses
subsequentes que s&o administradas em uma bases rfiegoente (por
exemplo, “doses de manutencao”).

[00118] Em determinadas modalidades exemplificadoras dsepte
invencdo, cada dose secundaria e/ou terciaria enetirada 1 a 26 (por
exemplo, 1, 1%, 2, 2Y%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, BYZY:, 8, 8Y%2, 9, 9V, 10,
10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13V, 14, 14%, 15, 18,16, 17, 17%, 18,
18%, 19, 19Y%, 20, 20%, 21, 21Y5, 22, 22%, 23, 23222Y>, 25, 25%, 26,
26%, ou mais) semanas apos a dose imediatamertdedprge. A frase “a

dose imediatamente precedente”, como aqui usadmifish, em uma
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sequéncia de administragcbes multiplas, a dose teogo anti-EGFRvIII
gue é administrada a um paciente antes da adragéstirda dose seguinte
mais proxima na sequéncia sem doses interpostas.

[00119] Os meétodos de acordo com este aspecto da inverckmp
compreender administrar a um paciente qualquer rminde doses
secundarias e/ou terciarias de um anticorpo anEfR@I. Por exemplo, em
determinadas modalidades, apenas uma uUnica dasedée@ € administrada
ao paciente. Em outras modalidades, duas ou maisegemplo, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, ou mais) doses secundarias sao administeadl@sciente. Igualmente,
em determinadas modalidades, apenas uma Unica thrs&aria €
administrada ao paciente. Em outras modalidadeas cau mais (por
exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ou more) doses teasidsao administradas ao
paciente. O regime de administracdo pode ser aglmlizlurante o tempo de
vida de um individuo especifico, ou até que talatreento ndo seja mais
terapeuticamente necessario ou vantajoso.

[00120] Em modalidades envolvendo multiplas doses seclagjaada
dose secundaria pode ser administrada na frequé&n@ha frequéncia das
outras doses secundarias. Por exemplo, cada desmdseia pode ser
administrada ao paciente 1 a 2 semanas ou 1 a 2sn@g®s a dose
imediatamente precedente. Similarmente, em modakglaenvolvendo
multiplas doses terciarias, cada dose terciariae psel administrada na
frequéncia igual a frequéncia das outras dosegt&x Por exemplo, cada
dose terciaria pode ser administrada ao pacieatd 2 semanas apos a dose
imediatamente precedente. Em determinadas modafddd invencéo, a
frequéncia na qual as doses secundarias e/ourtescs@ilo administradas a um
paciente podem variar no decorrer do curso do regim tratamento. A
frequéncia de administracdo pode também ser apstacante o curso de
tratamento por um médico dependendo das necessiddde paciente

individual apds exame clinico.

Peticdo 870160050117, de 08/09/2016, pag. 93/138



59/88

[00121] A presente invencdao inclui regimes de administragg@oquais
2 a 6 doses de carregamento sdo administradas pagmante em uma
primeira frequéncia (por exemplo, uma vez por sanama vez a cada duas
semanas, uma vez a cada trés semanas, uma veEfarma vez a cada dois
meses, etc.), seguidas pela administracdo de duasnas doses de
manutencdo ao paciente em uma base menos freqiteexemplo, de
acordo com este aspecto da invencao, se as dosearmgamento sao
administradas em uma frequéncia de uma vez por emd8p as doses de
manutencdo podem ser administradas ao paciente venaa cada seis
semanas, uma vez a cada dois meses, uma vez m&saneses, etc.

Usos diagnosticos dos anticorpos

[00122] Os anticorpos anti-EGFRvVIII da presente invencadepo
também ser usados para detectar e/ou medir EGFRwillcélulas que
expressam EGFRvIIl em uma amostra, por exemploa gaopositos
diagnosticos. Por exemplo, um anticorpo anti-EGHRwu fragmento do
mesmo, pode ser usado para diagnosticar uma condicd doenca
caracterizada pela expressao aberrante (por exenguperexpressao,
subexpressao, falta de expressdo) de EGFRVIII. i&nsdiagnosticos
exemplificadores para EGFRvIII podem compreender,gxemplo, contatar
uma amostra, obtida de um paciente, com um anticami-EGFRvIII da
invencao, em que o anticorpo anti-EGFRvVIII estaaado com um marcador
detectavel ou uma molécula repérter. Alternativalmenom anticorpo anti-
EGFRvIlIl ndo marcado pode ser usado em aplicac@@gndsticas em
combinacdo com um anticorpo secundario que estéd, mkesmo,
detectavelmente marcado. O marcador detectavehwalecula reporter pode
ser um radioisétopo, conibl, 14C, 32P, 3°S, ou!?¥; uma porcéo fluorescente
ou quimioluminescente como isotiocianato de fluoe@sa, ou rodamina; ou
uma enzima como fosfatase alcalina, beta-galaetssid peroxidase de

rabano, ou luciferase. Ensaios exemplificadoree@Bpos que podem ser

Peticéo 870160050117, de 08/09/2016, pag. 94/138



60/ 88

usados para detectar ou medir EGFRvIIl em uma amastluem ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISEnzyme-Linked Immunosorbent
Assay), radioimunoensaio (RIARadiolmmunoAssay), e separacdo de células
ativadas por fluorescéncia (FAGSuorescence-Activated Cell Sorting).
[00123] As amostras que podem ser usadas em ensaios diaga@e
EGFRvIIl de acordo com a presente invencao inclgequer amostra de
tecido ou de fluido obtenivel de um paciente quatam quantidades
detectaveis de proteina EGFRvIII, ou de seus fragmse sob condicdes
normais ou patolégicas. De modo geral, os teoreE@ERvVIII em uma
amostra especifica obtida de um paciente saudd@ekkemplo, um paciente
nao afligido com uma doenca ou condicdo associagaatividade anormal
ou teores anormais de EGFRuvIII) serdo medidos iparalmente estabelecer
um teor de linha base, ou padrdo, de EGFRvIIl. Este de linha base de
EGFRvIIl pode entdo ser comparado com os teorésGfeRvIIl medidos em
amostras obtidas de individuos suspeitos em ter doeaca ou condicao
relacionada com EGFRVIIIL.

EXEMPLOS
[00124] Os seguintes exemplos s&o descritos adiante de modo
fornecerem aquelas pessoas comumente versadasita téma descricao ou
descricdo completa de como preparar e usar 0s o®tds composicoes da
invencao, e ndo sao pretendidos para limitarentopesdo que os inventores
consideram como a invencdo deles. Tém sido realzagkforcos para
garantir acuracia em relagdo aos numeros utilizad@s devem ser
considerados alguns erros e desvios experimen&ab/o indicacdo em
contrario, o peso molecular é peso molecular médiemperatura € em graus
Centigrados, e a pressao € a pressao atmosferigadémuma da pressao
atmosférica.
Exemplo 1. Geracéo de anticorpos anti-EGFRuvIII

[00125] Anticorpos anti-EGFRUvIII foram obtidos por imuniZec de
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um camundongo VELOCIMMUNE™ (isto €, um camundongodificado
compreendendo DNA que codifica as regifes variaeisadeias leves kappa
e pesadas de imunoglobulina humana) com um imuogempreendendo o
dominio extracelular de EGFRvIIl. Os anticorpos plomeiro conjunto
incluem os anticorpos designados como H1H2194P, 2496P,
H2M1863N2, H2M1911N, H2M1912N, H2M1915N, H2M1917N,
H2M1918N e H3M1913N (conforme mostrados nas Taldelg).

[00126] A resposta imune do anticorpo foi monitorada por um
iImunoensaio especifico para EGFRvIIl. Quando urspasta imune desejada
foi alcancada, esplendcitos foram colhidos e fumilms com ceélulas de
mieloma de camundongo para preservar sua viabdidddrmar linhagens de
célula de hibridoma. As linhagens de célula deidhdona foram testadas e
selecionadas para identificar as linhagens celilgue produzem anticorpos
especificos para EGFRvIIl. Com o uso desta técfocam obtidos varios
anticorpos quiméricos anti-EGFRUVIII (isto €, antmas possuindo dominios
variaveis humanos e dominios constantes de camgoyloAlém disso,
foram isolados varios anticorpos anti-EGFRvIII céetgmente humanos
diretamente das células-B positivas para antigeno fsisdo em células de
mieloma, conforme descrito em US 2007/0280945A1.

[00127] Separadamente, H1H1863N2 com fucosilacdo reduzida
["H1H1863N2(Fuc-)"] foi também preparado em umahlgem de célula
hospedeira de CHCQChinese Hamster Ovary, ovario de hamster chinesa) que
foi descrita como “8088” em Pedido de Patente U3010/0304436A1, que
€ especificamente aqui incorporado em sua totaideoimo referéncia.
Resumidamente, as sequéncias de cadeia leve e di#a cpesada de
H1H1863N2 foram clonadas em vetores de expressads Dilhdes de
células 8088 foram transferidos com os plasmideosadeias leve e pesada,
e o vetor pR4004 contendo o gene que codifica Asecélulas transfectadas

gue sobreviveram a selecdo com 400 pg/mL de higimoanforam adaptadas
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para crescimento em suspensao em meio isento dsefusento de soro. As
células que expressaram a proteina fluorescentedPEG&s ndo DsRed ou
ECFP das células transfectadas foram isoladas ifmnetria de fluxo. As
células separadas foram semeadas em um frascdaagitd x 10 células/mL
e, trés dias mais tarde, o meio de cultura foitadie e a proteina anticorpo
dentro do mesmo [isto €, HIH1863N2(Fuc-)] foi puafla por cromatografia
em Proteina A. Analise por espectrometria de mdesBl1H1863N2(Fuc-)
resultante confirmou que a fucose de nucleo foioreda em relagcdo ao
anticorpo original H1H1863N2(Fuc+). Ambas as deas@@es aqui,
“H1H1863N2” e “H1H1863N2(Fuc+)”, indicam o anticarporiginal sem
modificacdes por fucosilacao.

[00128] Determinadas propriedades biologicas dos anticoiquus
EGFRvIIl exemplificadores gerados com os meétodostedé&xemplo séo
descritas em detalhe nos Exemplos descritos abaixo.

Exemplo 2. Sequéncias de aminoacidos e de acido lewto de regides
variaveis de cadeias leves e pesadas

[00129] A Tabela 1 apresenta os identificadores de secafnibe
aminoacidos das regides variaveis de cadeias mesadaves e CDRs de
anticorpos anti-EGFRvVIIl selecionados da invengas. identificadores de
sequéncias de 4cido nucleico correspondentes saseapados na Tabela 2.

Tabela 1: Identificadores de Sequéncias de Aminodos

SEQ ID NOs:
Designacdo dg HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
Anticorpo
H1H2194P 2 4 6 8 10 12 14 16
H1H2195P 18 20 22 24 26 28 30 32
H2M1863N2 34 36 38 40 42 44 46 48
H2M1911N 50 52 54 56 58 60 62 64
H2M1912N 66 68 70 72 74 76 78 80
H2M1915N 82 84 86 88 90 92 94 96
H2M1917N 98 100 102 104 106 108 110 112
H2M1918N 114 116 118 120 122 124 126 128
H3M1913N 130 132 134 136 138 140 142 144
Tabela 2: Identificadores de Sequéncias de Acido Nieico
SEQ ID NOs:
Designacdo d¢ HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
Anticorpo
H1H2194P 1 3 5 7 9 11 13 15
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H1H2195P 17 19 21 23 25 27 29 31
H2M1863N2 | 33 35 37 39 41 43 45 47
H2M1911IN 49 51 53 55 57 59 61 63
H2M1912N 65 67 69 71 73 75 77 79
H2M1915N 81 83 85 87 89 91 93 95
H2M1917N 97 99 101 103 105 107 109 111
H2M1918N 113 115 117 119 121 123 125 127
H3M1913N 129 131 133 135 137 139 141 143

[00130] Os anticorpos séao tipicamente aqui nomeados de@com a
seguinte nomenclatura: prefixo Fc (por exemplo “H1H#H2M”, “H3M”,
etc.), sequido por um identificador numeérico (preraplo “2194”, “2195”,
“1863", etc.), seguido por um sufixo “P” ou “N”, oforme mostrado nas
Tabelas 1 e 2. Dessa forma, de acordo com estanotatiga, um anticorpo
pode ser aqui nomeado, por exemplo, como “H1H2194N2M1911N”",
“H3M1913N”, etc. Os prefixos H1H, H2ZM e H3M na dgsacdo de
anticorpos aqui usada indicam o isotipo de regi@edpecifico do anticorpo.
Por exemplo, um anticorpo “H1H” tem um Fc de IgGinlana, um anticorpo
“H2M” tem um Fc de 1gG2 de camundongo, e um antiodiH3M” tem um
Fc de 1gG3 de camundongo, (todas as regides vaigde completamente
humanas conforme denotadas pelo primeiro 'H' ney@sao de anticorpo).
Como sera reconhecido por uma pessoas comumetdasrna técnica, um
anticorpo tendo um isotipo Fc especifico pode semvertido em um
anticorpo com um isotipo Fc diferente (por exempim anticorpo com um
Fc de IgG1l de camundongo pode ser convertido enantroorpo com [um
Fc] de 1gG4 humana, etc.), mas em qualquer casaoosnios variaveis
(incluindo as CDRs) — que sao indicados pelos ifieedores numéricos
mostrados nas Tabelas 1 e 2 — permanecerao 0s B)esmagrevisto que as
propriedades de ligacdo s&o Iidénticas ou substarerige similares
independente da natureza do dominio Fc.

Constructos de controle nos exemplos seguintes

[00131] Os constructos de controle foram incluidos nos rx@atos
seguintes para propositos comparativos: Contrdaticorpo humano (IgG1)

anti-EGFRvIIl com dominios variaveis de cadeiasages e leves tendo as
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sequéncias de aminoéacidos correspondendo as SEQQO®.142 e 144,
respectivamente, do anticorpo “13.1.2” descritoRatente U.S. n® 7.736.644;
Controle 1l: Anticorpo quimérico (hlgGl) anti-EGFRv com dominios
variaveis de cadeias pesadas e leves tendo asnsepu&le aminoacidos
correspondendo as SEQ ID NOS:11 e 12, respectiviameo anticorpo
“ch806” descrito em Patente U.S. n® 7.589.180; fbmtlll: Anticorpo
humanizado (hlgG1l) anti-EGFRvIII com dominios veei& de cadeias
pesadas e leves tendo as sequéncias de aminoéoidespondendo as SEQ
ID NOS:42 e 47, respectivamente, do anticorpo “lBi8@escrito em
Publicacdo de Pedido de Patente U.S. n° 2010/0@58Z@éntrole IV: um
anticorpo quimeérico anti-EGFR com dominios variawi#e cadeias pesadas e
leves tendo as sequéncias de aminoacidos dos desndorrespondentes de
“C225”", conforme apresentado em US 7.060.808; etrGlenV: Anticorpo
humano (IgG1) anti-EGFRvIII com dominios variavdes cadeias pesadas e
leves tendo as sequéncias de aminoéacidos correspimas SEQ ID NOS: 2
e 19, respectivamente, do anticorpo “131” de Paten®. n° 7.736.644 B2. E
sabido que o anticorpo “13.1.2” € especifico papeptideo juncional (SEQ
ID NO:148) de EGFRUVIII; e é sabido que os anticerfxh806” e “hu806”
ligam-se aos residuos 311-326 (SEQ ID NO:165) déFEEGSEQ ID
NO:146), que € amplificado ou superexpressado,osurasiduos 44-59 de
EGFRvII (SEQ ID NO:147).

Exemplo 3. Determinacao de afinidade de ligacdo a3=Ruvll|

[00132] As afinidades de ligagdo e as constantes cinétmas
anticorpos monoclonais humanos anti-EGFRvIIl fordeterminadas por
ressonancia de plasmon de superficie a 37°C. Ascoexiforam conduzidas
em um instrumento T100 BIACORE™. Os anticorpos resgados como Fc
de 1IgG1 humana (isto €, designacbes “H1H"), forapterados sobre uma
superficie sensora anti-Fc humano (formato de camtea mAb), e proteinas
monomeéricas soluveis [EGFR-mmh (SEQ ID NO:154) eFR@ll-mmh
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(SEQ ID NO:152)] ou dimeéricas soluveis [EGFR-mFESID NO:155) e
EGFRvIll-mFc (SEQ ID NO:153)] foram injetadas solaesuperficie. No
formato de captura de receptor, quer EGFRvIII-mEergeGFR-mFc, foi
capturada sobre @hip BIACORE™ e o0s anticorpos respectivos foram
derramados sobreahip. As constantes cinéticas de velocidade de assariag
(ka) e velocidade de dissociagcaq@)(koram determinadas pelo processamento
e pelo ajuste dos dados para um modelo de ligagdosando o programa de
computador de ajuste de curva Scrubber 2.0. Astaotes de equilibrio de
dissociacdo de ligacdo (K e as meias-vidas dissociativas,) (tforam
calculadas a partir das constantes cinéticas @deidalde como:

Ko (M) = ka/ ka; € t. (min) = In2/(60*k).
[00133] Os resultados sdo mostrados nas Tabelas 3 e 4. B&1=
ligacédo sob as condi¢des testadas; NT= nao testado.

Tabela 3 (Cinética de Ligacéo de Anticorpos Fc Humos)

Ligacéo a 37°C / Formato de Captura de MAb

Ab Analito ka (M1s?) kd (s1) Kb (M) Ty
EGFRvIII-mmh 1,97E+04 8,95E-03 4,54E-07 1,3
H1H1863N2 EGFR-mmh NT NT NT NT
(Fuc+) EGFRvlll-mFc 7,28E+04 8,07E-04 1,11E-08 14
EGFR-mFc NT NT NT NT
EGFRvIIl-mmh 3,02E+04 1,02E-02 3,39E-07 1,1
H1H1863N2 EGFR-mmh NB NB NB NB
(Fuc-) EGFRvlll-mFc 1,12E+05 6,42E-04 5,73E-09 18
EGFR-mFc NB NB NB NB
EGFRvIIl-mmh NB NB NB NB
EGFR-mmh NB NB NB NB
HIH191IN EGFRvlll-mFc NB NB NB NB
EGFR-mFc NB NB NB NB
EGFRvIII-mmh 1,83E+04 1,64E-02 8,99E-07 0,7
EGFR-mmh NB NB NB NB

H1H1912N EGFRvIll-mFc 2,04E+04 9,71 E-04 4,77E-08 12
EGFR-mFc NB NB NB NB

EGFRvIII-mmh 1,63E+02 1,14E-03 7,03E-06 10
EGFR-mmh NB NB NB NB

HIH1913N EGFRvlll-mFc 1,40E+04 3,16E-04 2,26E-08 37
EGFR-mFc NB NB NB NB
EGFRvIII-mmh NB NB NB NB
EGFR-mmh NB NB NB NB
HIH1915N EGFRvlll-mFc NB NB NB NB
EGFR-mFc NB NB NB NB

EGFRvIII-mmh 8,10E+04 1,37E-03 1,70E-08 8

EGFR-mmh 7,60E+04 9,60E-04 1,26E-08 12

H1H2194P EGFRvlll-mFc 9,54E+04 2,22E-04 2,33E-09 52
EGFR-mFc 8,10E+04 1,99E-04 2,43E-09 58

H1H2195P EGFRvIII-mmh 6,48E+04 6,94E-04 1,07E-08 17
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Ligacéo a 37°C / Formato de Captura de MAb

Ab Analito ka (M-1s?) kd (s1) Kb (M) Ty
EGFR-mmh 5,66E+04 5,23E-04 9,20E-09 22
EGFRvlll-mFc 1,02E+05 1,13E-04 1,10E-09 103

EGFR-mFc 9,20E+04 1,89E-04 2,05E-09 61
Controle | EGFRvIII-mmh 1,29E+05 1,53E-01 1,19E-06 0,1
EGFR-mmh NB NB NB NB
EGFRvlll-mFc 7,15E+04 7,36E-03 1,03E-07 1,6

EGFR-mFc NB NB NB NB

Controle Il EGFRvIII-mmh 4,90E+04 7,33E-03 1,50E-07 2
EGFR-mmh NB NB NB NB

EGFRvIll-mFc 2,02E+05 4,08E-04 2,02E-09 28

EGFR-mFc NB NB NB NB
Controle Il EGFRvIIl-mmh 8,57E+04 5,16E-03 6,02E-08 2,2
EGFR-mmh NB NB NB NB

EGFRvlll-mFc 2,52E+05 2,98E-04 1,18E-09 39

EGFR-mFc NB NB NB NB

Controle V EGFRvIII-mmh 1,94E+05 1,59E-02 8,20E-08 1
EGFR-mmh NB NB NB NB

EGFRvlll-mFc 1,91E+05 3,71 E-04 1,95E-09 31

EGFR-mFc NT NT NT NT

Tabela 4 (Cinética de Ligac&o de Anticorpos Fc Humwos)

Ligacdo a 37°C / Formato de Captura de Receptor

Ab Receptor Capturado  ka(M-!s?) kd(sh) Kb (M) Ty
H1H1863N2 EGFRvIlI-mFc 9,00E+05 2,06E-04 2,30E-10 56
(Fuc+) EGFR-mFc 2,11E+05 1,82E-01 8,65E-07 0,1
H1H1863N2 EGFRvIlI-mFc 1,01E+06 2,15E-04 2,10E-10 54
(Fuc-) EGFR-mFc 1,99E+05 4,67E-01 2,34E-06 0,02
EGFRvIlI-mFc 3,29E+04 6,43E-04 1,95E-08 18

HIH1911IN EGFR-mFc 7,77TE+03 1,74E-03 2,24E-07 I
EGFRvIlI-mFc 9,90E+04 5,37E-04 5,40E-09 22

HIH1912N EGFR-mFc 3,99E+04 9,14E-04 2,29E-08 13
H1H1913N EGFRvIlI-mFc 6,30E+04 1,00E-06 1,58E-11 11550
EGFR-mFc 5,93E+03 1,00E-06 1,69E-10 11550

EGFRvIlI-mFc 1,00E+05 3,28E-04 3,20E-09 35

HIH1915N EGFR-mFc 4,35E+04 8,01 E-03 1,84E-07 1,4
H1H2193N EGFRvIlI-mFc 2,17E+05 5,85E-05 2,68E-10 197
EGFR-mFc 2,04E+05 9,15E-05 4,47E-10 126

H1H2194N EGFRvIlI-mFc 1,88E+05 7,38E-05 3,94E-10 157
EGFR-mFc 1,87E+05 7,07E-05 3,80E-10 163

H1H2195N EGFRvIlI-mFc 2,37E+05 2,53E-05 1,06E-10 456
EGFR-mFc 2,25E+05 5,20E-05 2,31E-10 222

Controle | EGFRuvIlI-mFc 4,46E+05 4,04E-03 9,06E-09 2,9
EGFR-mFc NB NB NB NB

Controle Il EGFRvIlI-mFc 1,25E+06 7,31 E-05 5,90E-11 158
EGFR-mFc 4,44E+05 1,46E-04 3,29E-10 79
Controle lll EGFRvIlI-mFc 1,49E+06 1,00E-06 6,70E-13 11550
EGFR-mFc 2,86E+05 6,17E-05 2,15E-10 187

[00134] Conforme mostrado nas Tabelas 3 e 4, varios apbeor

mostraram seletividade para EGFRvIIl e ndo se digaa EGFR de tipo
selvagem no formato de captura de mAb. No formateaptura de receptor
(Tabela 4) HIH863N2, H1H1915N e Controle | mosirara seletividade
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mais alta.

Experimento 4: Especificidade de anticorpo determiada por ELISA
[00135] Para adicionalmente caracterizar os mAbs anti-hBEER
especificidade de ligacdo deles foi examinada poiSE. Placas foram
revestidas com um dos seguintes: EGFR-mmh (SEQQDLBH); EGFRVIII-
mmh (SEQ ID NO:152); e um peptideo juncional (pegaid) (SEQ ID
NO:148). Para os peptideos juncionais que estagmuds a biotina quer na
terminacao-C (SEQ ID NO:149) quer na terminaca®NQ ID NO:150) via
um ligante, a placas foram pré-revestidas com a@idiambém, um peptideo
irrelevante (peptideo de controle) com ou sem moém sua terminagao-N
foi revestido. Anticorpos anti-EGFRVIII e também w@anticorpo isotipo de
controle foram adicionados as placas revestidasmif)dos incubar durante
1 hora a 25°C. As placas foram entdo lavadas e Alssnanti-EGFRVIII
ligados foram detectados com anticorpos anti-Fcadmamconjugados com
peroxidase de rabano (HRPlorse-Radish Peroxidase). As placas foram
descritas com uma solucdo de substrato tetra-bestgidina (TMB) para
produzir uma reacéo colorimétrica e neutralizadam écido sulfurico antes
da leitura da absorbancia a 450 nm em uma lei@nalatas VICTOR™ X5.
Andlise dos dados usou um modelo sigmoidal de stap®d dose dentro do
programa de computador PRISM™. O valor desgE€alculado, definido
como 50% da concentracdo de anticorpo necessddalpaenvolver resposta
maxima, foi usado como um indicador de poténcidigégdo. Os resultados

sao mostrados na 5. NT: Nao testado. Controlds Gdmo descritos acima.

Tabela 5
Anticorpo ECso (NM)
EGFR-mmh |EGFRuvIII- | Peptideo-J| Peptideo-J| Peptideo- Peptideo|Peptideo dg
(25°C) mmh com Bioting J com de Controle
(25°C) C-Terminal |Biotina N-| Controle |com Biotina|
Terminal N-Terminal
Hl'?Flff_?N 2l 510 0,0766 | >10 >10 >10 >10 >10
H1H1863N >10 0,113 >10 >10 >10 >10 >10
2(Fuc+)
H1H1911N 9,06 0,0748 >10 >10 >10 >10 >10
H1H1912N 0,0405 0,0118 >10 >10 >10 >10 >10
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Anticorpo ECso (NM)
EGFR-mmh |EGFRuvIII- | Peptideo-J| Peptideo-J| Peptideo- Peptideo|Peptideo dg
(25°C) mmh com Bioting J com de Controle

(25°C) C-Terminal |Biotina N-| Controle |com Biotina|

Terminal N-Terminal
H1H1913N 2,55 2,14 >10 >10 >10 >10 >10
H1H1915N >10 0,167 >10 >10 >10 >10 >10
H1H2193P 0,0040 0,0035 >10 >10 >10 >10 >10
H1H2194P 0,0037 0,0032 >10 >10 >10 >10 >10
H1H2195P 0,0052 0,0049 >10 >10 >10 >10 >10
Controle | >10 0,0094 0,118 0,0153 0,0106 >10 >10
Controle Il 0,0095 0,0057 >10 >10 >10 >10 >10
Controle Il 0,0079 0,0048 NT NT NT NT NT
Isotipo de >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Controle
[00136] Os anticorpos H1H1863N2, H1H1915 e Controle | nawamn

ligacdo forte a EGFRUvIII, mas nenhuma ligacdo (»M) a EGFR de tipo
selvagem. Nenhum dos anticorpos, exceto o Conkriendo as sequéncias
gue correspondem as sequéncias de cadeias pesdelssedo anticorpo
“13.1.2” derivado de camundongos imunizados comtigep juncional
(Patente U.S. n° 7.736.644), mostrou ligacdo aps8dgeos juncionais.
Exemplo 5: Transferéncia de Western de EGFR e EGFRN usando
anticorpos anti-EGFRVIII

[00137] Um dos anticorpos, H1H1863N2, foi testado para @ess s
caracteristicas de ligacdo com transferéncias daeiesob ambas condicdes
reduzidas e nao reduzidas. EGFR-mmh (SEQ ID NO:a648GFRvIII-mmh
(SEQ ID NO:152) foi carregado para cima de geéisPdéacrilamida com
Dodecil-Sulfato de Sodio e Agente Tamponante Tliskia para realizacao
de Eletroforese (Tris-Glicina-SDS-PAGE), corridoertdo transferido para
nitrocelulose. Apds o bloqueio, as membranas focaniladas na metade e
sondadas com quer anticorpos anti-EGFRvIII quercamgo anti-His.
Controles | e Il sdo como descritos acima.

[00138] Conforme mostrado na Figura 1a, HIH1862N2 (Fuce) s&
liga a EGFRvIIl-mmh ou a EGFR-mmh sob condigbesuzaths ou nao
reduzidas e dessa forma tem um epitopo conformalcpara EGFRvVIII. Em
contraste, o Controle Il liga-se a ambos EGFR wnégidll e de tipo selvagem

sob condic¢bes reduzida e n&o reduzida, enquanto Qaatrole |, um ligante
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de peptideo juncional, & especifico para EGFR&bos os Controles | e I,
em contraste com H1H1863N2, tém epitopos de lighgéares. A Figura 1b
mostra outros anticorpos anti-EGFRUVIII, que mostrasmportamentos
mistos em transferéncias de Western.

Exemplo 6: Ensaios de competicdo de anticorpos e ligacdo ao peptideo
EGFR/EGFRuVIII

[00139] H1H1863N2(Fuc-) foi testado para as suas caratitaidsde
ligacdo usando ensaios de competicdo de anticerpesligacdo ao peptideo.
Para os experimentos de ligacao ao peptideo adpegtincional de (SEQ ID
NO:148) etiquetado via um ligante com biotina era ®rminacéo-C [isto €,
LEEKKGNYVVTDHGGGGSK (SEQ ID NO:149)-biotina] ou oeptideo
consistindo em residuos 311-326 de EGFR (0 “peptiE&6FR 311-326";
SEQ ID NO:165) etiquetado via um ligante com biatem sua terminacao-C
[isto ¢, CGADSYEMEEDGVRKCGGGGSK (SEQ ID NO:151)-bim]
foram capturados para formar espessura de ~ 0,4anda pontas OCTET®
revestidas com estreptavidina em um instrumento TEERO® OCTET®
RED. ApoOs a captura de peptideo, as pontas reassfimram colocadas
dentro de solucbes 1 uM de anticorpo e as respaitabBgacdo foram
registradas (consulte a Figura 2). Os ControleB &0 iguais aqueles
descritos acima.

[00140] Conforme predito o Controle | ligou-se ao peptigetcional
com biotina C-terminal e os Controles Il e lll ligen-se ao peptideo EGFR
311-326 com biotina C-terminal. H1H1863N2(Fuc-)htal em ligar-se a
qualquer um dos peptideos.

[00141] Para a competicdo cruzada de anticorpos, ~ 200 desdde
ressonancia (RUResonance Units) de hEGFRvIII-mmh (SEQ ID NO:152)
foram capturadas para cima de uma superficie BIAEWRevestida com
um anticorpo policlonal de alta densidade, antitpétistidina (cat. n°® 34660,

QUIAGEN). Usando uma metodologia de coinjecdo, dGREvIII-mmh
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capturado foi saturado por uma injecdo de duragdb ohinutos de 500 nM
de um primeiro mAb imediatamente seguida por oujetdo de duracao de
5 minutos de um segundo mAb (500 nM) que estaviesigmtado com 500
nM do primeiro mAb. Ligacédo significativa, expredaacomo RU, do

segundo mAD foi interpretada como aquela que nagete com 0 primeiro

mADb pela ligacdo. Para os experimentos de contnofdys de isétipos iguais
foram usados quer como um primeiro mAb quer comaseagundo mAb. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6
Ligacdo de Segundo Anticorpo (RU)
Superficie BIACORE™ | H1H1863N2(Fuc-) Controle | Controle Il Controle Ill
(Primeiro anticorpo) | Resposta de Ligagdq Resposta de Resposta de | Resposta de
Ligacdo Ligacdo Ligacdo
EGFRuvIII sozinho 270 234 247 247
Complexo de EGFRuvIII
H1H1863N2(Fuc-) 5 253 191 208
Complexo de EGFRuvIII 291 5 258 279
Controle |
Complexo de EGFRuvIII 295 259 6 o5
Controle Il
Complexo de EGFRuvIII 293 254 13 7
Controle lll
[00142] H1H1863N2(Fuc-) ndo competiu com qualquer um dos

anticorpos de controle I-lll pela ligacdo a sumeefide captura revestida com
hEGFRVvVIII-mmh. Conforme predito os Controles Il [ Bmbos os quais,
conforme sabido, ligam-se aos residuos 311-326GIERE competiram um
com o outro pela ligacdo a superficie de captuvastela com EGFRuvIII-
mmbh.

Exemplo 7: Seletividade de ligacdo a célula de aotirpos anti-EGFRVIII
[00143] Para determinar a especificidade dos mAbs anti-BBER
ligacédo deles as células HEK293, células HEK293 expgessam EGFRvIII
(HEK293/EGFRUVIII), e as células A431, foi analisagdar separacdo de
células ativadas por fluorescéncia (FACS). As aSIUHEK293/EGFRUVIII
foram preparadas por transfeccdo das células HEK@88Bvetores de DNA
resistentes a neomicina constitutivamente exprdssanEGFRvIIlI de

comprimento completo (SEQ ID NO:147) usando o retgede transfeccéao
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LIPOFECTAMINE™ 2000 (INVITROGEN™). A dois dias apos
transfeccédo, as células foram deixadas em contato @ antibiotico de
selecdo G418 durante aproximadamente duas semasgmpulacdes que
positivamente expressam EGFRvIIl foram isoladasse@paracdo de células
ativadas por fluorescéncia (FACS). As células HEX2®@pressando ~3x40
copias de EGFRvIlIl por célula foram wusadas no enpaTto.
Resumidamente, os anticorpos anti-EGFRvIII a 10nitgforam incubados
com as células durante 30 minutos a temperaturaieateb lavados,
incubados com anticorpo secundario, isto €, F(akg)Zabra marcado com
ficoeritrina (PE, PhycoErythrin) anti-lgG humana (cat. n® 109-116-170,
Jackson ImmunoResearch Laboratories), seguidorparlavagem final antes
da analise FACS. Em outro conjunto de experimeaittjcorpos anti-
EGFRvIIl foram diretamente conjugados via os ressdie lisina deles com o
corante fluorescente, ALEXA FLUOR® 488 Dye (INVITRBEN™),
eliminando, com isso, a etapa de usar o anticogpanglario. Os resultados
das células HEK293 e das células HEK293/EGFRVvilizahdo anticorpos
anti-EGFRvIIl diretamente marcados sdo mostradoJatzela 7 e aquelas
usando o anticorpo secundario marcado com PE anf{hEmano ou de
camundongo) sao mostrados na Tabela 8. Os ressil@a® células A431
usando os anticorpos anti-EGFRVIII marcados diretgs sao mostrados na
Tabela 9 e aquelas usando o anticorpo secundarcadwmcom PE anti-Fc
(humano ou de camundongo) sdo mostrados na Tabe@slControles |, I,

11, IV e V sado descritos acima. MFI: IntensidadeFluorescéncia Média.

Tabela 7
Anticorpo MFI de MFI de Razé&o (MFI de EGFRuvIII /
HEK293 Parental |HEK293/EGFRVIII MFI Parental)
N&o corado 3548 4005 1,1
H1H1863N2(Fuc-) 3776 361000 95,6
H1H1863N2 (Fuc +) 3805 360000 94,6
H1H1911N 3593 55064 15,3
H1H1912N 3727 122000 32,7
H1H1913N 4801 239000 49,8
H1H1915N 3461 73413 21,2
Controle | 3559 258000 72,5
Controle Il 3582 313000 87,4
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| Controle IV | 24954 | 439000 | 17,6 |
Tabela 8
Anticorpo MFI de HEK293 MFI de Raz&o (MFI de EGFRuvIII /
Parental HEK293/EGFRuVIII MFI Parental)
N&o corado 819 920 1,1
PE anti IgG-humana 1027 1106 1,1
H1H1863N2(Fuc-) 1671 301000 180,1
H1H1911N 1812 107000 59,1
H1H2194P 981 18583 18,9
H1H2195P 1176 13517 11,5
Controle | 1480 272000 183,8
Controle Il 1015 313000 308,4
Controle IV 23325 354000 15,2
Controle V 11732 997062 85,0
Tabela 9
Anticorpo MFI de A431 Vezes acima do Sing
de Fundo
(background)
N&o corado 6708 1,0
H1H1863N2(Fuc-) 26036 3,9
H1H1911N 15984 2,4
H1H1912N 14343 2,1
H1H1915N 8440 12
Controle | 9652 14
Controle Il 15716 2,3
Controle lll 71514 10,7
Controle IV 962000 143,4
Tabela 10
Anticorpo MFI de A431 Vezes acima do sina
de fundo
(background)
N&o corado 1314 0,9
PE anti-lgG3 humana 1428 1,0
H1H1863N2(Fuc-) 3385 2,4
H1H1911N 3140 2,2
H1H2194P 2291 1,6
H1H2195P 2227 1,6
Controle | 1448 1,0
Controle Il 5576 3,9
Controle IV 395000 276,6
Controle V 4240 3,0

[00144]

de ligacao evidente pela linhagem de célula HEKRGB/RVIII em relacéo as

Vérios anticorpos anti-EGFRvIII mostraram uma préfeia

células parentais HEK293 quando quer detectadosdasanticorpos anti-
EGFRvIIl diretamente marcados (Tabela 7) quer utticampo secundario
marcado com PE anti-lgG humana (Tabela 8). Os@ptis, em sua maioria,
quando incubados com as células A431 (30 minutdSG) apresentaram

minima ou nenhuma ligacdo, exceto os anticorpoaiatroles Ill e IV
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(Tabelas 9 e 10).

Exemplo 8: Internalizacdo de mAbs anti-EGFRVIII pebks células
HEK293/EGFRVIII
[00145] mAbs anti-EGFRvIIl (10 pg/mL) foram incubados com

células HEK293/EGFRVIII (consulte o Exemplo sipra) durante 2 horas
sobre gelo seguido por duas lavagens com PBS. Adagéoram entao
submetidas a uma incubacdo durante 30 min sob@ g®h anticorpo

secundario de fragmentos Fab conjugado com DYLIGHZ88 anti-IgG

humana (Jackson ImmunoResearch Laboratories) segoidduas lavagens
adicionais com PBS. Os anticorpos foram permitidioiernalizarem-se
durante 1 h a 37°C em agente tamponante de inteagab (PBS + FBS) ou
permaneceram a 4°C. As células foram fixadas emmdioleido 4%, e os
nucleos foram corados com corante “DRAQ5® DNA dy€ell Signaling

Technology, Imagens foram adquiridas a 40 Bgistema

“IMAGEXPRESS™ high content system” (Molecular Dess} e as vesiculas

Inc.).

internalizadas foram quantificadas usando o programe computador

Columbus (Perkin Elmer). Os resultados sdo mostradoTabela 11 e na

Figura 3.
Tabela 11
Ab Intensidade de Fluorescéncia d{ Intensidade de Fluorescéncia de
Vesiculas a 4°C Vesiculas a 37°C
Média + SD (desvio Média + SD (desvio
padrdo) padréo)
H1H1863N2(Fuc- 29896 8333 617184 46823
H1H1911N 29834 11879 280439 61121
H1H1912N 4912 1774 370201 12205
Controle | 21981 4613 263506 28067
Controle Il 20339 5644 615239 144397
Controle IV 92311 19386 1078196 106073
[00146] Internalizacdo robusta ocorreu a 37°C para H1H1263N
Controle Il, e Controle IV. Internalizacdo foi taémb observada para

H1H1911N, H1IH1912N e Controle I.
Exemplo 9: Ligacdo de anticorpo anti-EGFRvIII ao x@éoenxerto de
tumor US7/EGFRuvIII
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[00147] Para adicionalmente determinar a especificidade de
H1H1863N2, linhagem de célula de glioblastoma hwmdB7 expressando
EGFRuvIII foi preparada conforme descrito para dslag HEK293/EGFRuvIII

no Exemplo 7. As células U87 expressando ~1,5°xcthpias de EGFRVIII
por célula (U87/EGFRvIIl) foram usadas no experitoenAs celulas
UB7/EGFRvVIII (3 x 16 células) foram xenoenxertadas em Varios
camundongos sofrendo de imunodeficiéncia severdicata (SCID Severe
Combined ImmunoDeficiency) e os tumores foram permitidos crescer até que
fosse obtido um tamanho mediano de 200-3003.m@s camundongos
receberam, entdo, injecéo, via a veia da caudaj1d1863N2(Fuc-) ou de
iIsotipo de controle. A 10 minutos, 4 horas e 24akoapds a injecdo do
anticorpo, os camundongos foram mortos e os tunforasn removidos e
deixados dentro de PBS. Os tumores foram imediatmdissociados e
corados com um anticorpo anti-Fc humano conjugama eloficocianina
(APC, AlloPhycoCyanin) (hFc-APC). As células coradas foram lavadas 3
vezes com fluxo de PBS contendo 2% de soro fetahbe 0,1% de azida de
sodio. Os tumores nos instantes de tempo de 1@mihoras foram fixados
de um dia para outro e entdo foram medidos pomet®d de fluxo. Os
tumores coletados no instante de tempo de 24 Horasm medidos sem
serem fixados. Todas as amostras foram coletadasnemA\CCURI® C6
FLOW CYTOMETER® (Accuri Cytometers, Inc.) e a insilade de
fluorescéncia média (MFI) foi determinada. Os reslds sdo mostrados na
Tabela 12. Os valores de MFI sdo a média de 2{Raspbioldgicas £ o erro

padrao da media (SEN¥andard Error of the Mean).

Tabela 12
Tempo apos MFI + SEM (U87/EGFRuvIII)
Injecéo Isétipo de Controle H1H1863N2(Fuc-)
10 minutos 708 * 4 2259 + 115
4 horas 741+ 34 10620 + 2881
24 horas 664 + 34 27923 * 3297
[00148] Comparado com o isotipo de controle, o anticorpo

H1H1863N2(Fuc-) ligou-se as ceélulas de tumor USHRAII de modo
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eficiente em uma maneira dependente do tempo.

Exemplo 10: Ligacdo de anticorpo anti-EGFRvIII ao »>enoenxerto de
tumor B16F10.9/EGFRVIII

[00149] Camundongos SCID foram implantados com cinquenta mi
células de melanoma murino B16F10.9 ou B16F10.%rsxpressando
EGFRvII (B16F10.9/EGFRuvIII).

[00150] As células B16F10.9/EGFRvIIl foram preparadas como
descrito para as células FIEK293/EGFRvIIl no Exemfl As células
B16F10.9 expressando ~1,5x1@pias de EGFRvIII por célula sdo usadas
neste experimento. Os tumores foram permitidos ceresdurante
aproximadamente 14 dias, até que fosse obtido nmartao mediano de 200-
300 mni. Os camundongos receberam entédo injecao, viasadeetauda, de
H1H1863N2(Fuc-) ou de isétipo de controle. A 10 ubas, 4 horas e 24
horas apoOs a injecdo de anticorpo, os camundongasnfmortos e os
tumores foram removidos e deixados dentro de PBS.tuthores foram
imediatamente dissociados e corados com um anticargi-FcC humano
conjugado com aloficocianina (APCAlloPhycoCyanin) (hFc-APC). As
células coradas foram lavadas 3X com fluxo de FEEES(x, 2% de soro fetal
bovino, 0,1% de azida de s6dio), fixadas e pernizablas usando metodos
padrdo. Citometria de fluxo foi usada para detddtdi1863N2(Fuc-) ligado

a superficie de célula e a analise foi realizadands o programa de
computador FlowJo (Tree Star, Inc.). Os resultagdms mostrados na Tabela
13 e na Figura 4a. Para detectar ambos os antetigamlos a superficie de
célula e intracelularmente ligados, as célulasnfiocaradas uma segunda vez
usando o mesmo anticorpo anti-Fc humano (hFc-AR©®s as etapas de
fixacdo e permeabilizacdo. Isto permitiu que fodséectado o anticorpo
intracelular. Os resultados sdo mostrados na Tdlde&ana Figura 4b. Todas
as amostras foram coletadas em um ACCURI® C6 FLOWW@METER® e

a intensidade de fluorescéncia média (MFI) foi aeteada. A MFI de cada
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amostra foi relatada ap6s subtrair a MFI do coetr@o corado. Os valores
de MFI sdo a média de duas réplicas biologicas YN=2 erro padréo da

meédia (SEM). * N=1 para este instante de tempo.

Tabela 13
Tempo apds| MFI + SEM (B16F10.9/EGFRUVIII) —Coloracéo de Superficie
Injecao B16F10.9 B16F10.9/EGFRvIII
Isétipo de |H1H1863N2(Fuc-| Is6tipo de [H1H1863N2(Fuc-
Controle Controle
10 minutos 74 + 67 56 +2 128 + 49 2003 £ 216
4 horas 80 + 15 195 + 52 54 +21 4224 £ 610
24 horas 79 £ 21 155+ 42 72* 5692 + 595
Tabela 14
Tempo apos MFI £ SEM (B16F10.9/EGFRvIII) —Coloragdo de Superficie & Interna
Injecéo B16F10.9 B16F10.9/EGFRUuIII
Is6tipo de H1H1863N2(Fuc-) Isétipo de H1H1863N2(Fuc-)
Controle Controle
10 minutos 132 £ 92 117 £ 18 155 +44 2627 £ 192
4 horas 165 + 22 422 + 106 120 £ 22 7785 + 782
24 horas 135+ 11 281 +£51 132* 9578 + 852
[00151] H1H1863N2(Fuc-) ligou-se eficientemente a superfide

células B16F10.9 expressando EGFRvIII em uma manmdépendente do
tempo, enquanto que a ligacao de isétipo de cenfadiminima. O aumento
em ligacdo total (isto €, ligado a superficie dé&ulaémais internamente
ligado) de H1H1863N2(Fuc-), em comparacdo com §yecdo apenas a
superficie de célula, indicou que os anticorpoadag a superficie de célula
foram efetivamente internalizados pelas células.

Exemplo 11: Farmacocinética de anticorpos anti-EGFRII em
camundongos

[00152] Para determinar a seletividadie vivo de anticorpos anti-
EGFRuVIII, foi realizado um estudo farmacocinéticcando camundongos de
tipo selvagem (“‘camundongos WW\ild-Type) que naturalmente expressam
EGFR de camundongo, e camundongos EGFR humanifa@dmsundongos
hEGFR”) expressando EGFR humano. Os camundonga@snfate racas
produzidas por cruzamento (camundongos hibridos) am background
contendo C57BL6 (75%) e 129Sv (25%). Coortes cbatm quer 5

camundongos WT quer 5 camundongos hEGFR. Todost@®igos foram
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administrados subcutaneamente em uma dose de 0kKg.n&pngramentos
foram coletados a 0 hora, 6 horas, 1 dia, 2 digss 4 dias, 7 dias, 10 dias,
14 dias, 21 dias, e 30 dias apos a administrac&oteOres séricos de
anticorpos humanos foram determinados por ELISA sinduiche.
Resumidamente, um anticorpo policlonal de cabrai-lg8t humana
(especifico para Fc) (Jackson ImmunoResearchgl@stido em placas de 96
pocos a uma concentragcdo de um pg/mL e incubadonddia para outro a
4°C. ApoOs as placas terem sido bloqueadas com B8Wstras de soro em
diluicbes seriais para seis doses e padroes deémefe dos respectivos
anticorpos em diluicbes seriais para doze dosesamforadicionadas
(adicionados) as placas e incubadas (incubadosanturuma hora a
temperatura ambiente. Apos a lavagem para remoweticorpo néo ligado,
os anticorpos humanos ligados foram detectadosdasarmesmo anticorpo
policlonal de cabra anti-lgG humana (especificoapgc) conjugado com
peroxidase de rabano (HRP) (Jackson ImmunoResearels) placas foram
descritas por substrato colorimétrico padrao tettdbenzidina (TMB) de
acordo com a recomendacao do fabricante. Absor&reci450 nm foram
registradas em uma leitora de placa e as concéeale hlgG em amostras
de soro foram calculadas usando a curva padréefel€ncia gerada na placa
de amostra. Anticorpos de camundongo anti-humandHMA Mouse Anti-
Human Antibodies) foram medidos usando meétodos padréo e foram,adi® m
geral, baixos.

[00153] As Figuras 5a-5d mostram as representacbes grafleas
concentracdo em funcdo do tempo dos quatro antisagstados. E sabido
que o Controle IV (*Mab C225”) liga-se a EGFR humamas ndo ao seu
homologo de camundongo. Conforme suposto, esteoamti apresentou
depuracdo rapida em camundongos hEGFR e depuragda (isto €,
nenhuma depuracdo mediada por alvo) em camundonJogFig. 5a). E

sabido que o Controle | (“Mab 13.1.2") liga-se aeptideo juncional
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“LEEKKGNYVVTDH” de EGFRVIII que ndo esta presentaneEGFR
humano ou de camundongo. O anticorpo néo se lig&BR humano ou de
camundongoin vivo. Conforme suposto, este anticorpo apresentou taxas
farmacocinéticas de depuracdo lentas idénticas enbo® 0S tipos
camundongos (Figura 5b) e n&o foi observada deponagdiada por alvo. O
anticorpo de Controle Il (*Mab hu806”) mostrou deacao intensificada em
camundongos hEGFR em relacdo aos camundongos VJurdFbc). Esta
descoberta esta de acordo com a sua capacidadeepagar a hEGFR vivo
conforme determinado por Biacore (consulte Exen¥pldabela 4) e FACS
(Exemplo 7, Tabela 9). A Figura 5d mostra a de@oacde
H1H1863N2(Fuc+). Este anticorpo, similar ao Comtriglapresentou taxas de
depuracao lentas idénticas em ambos os tipos denckomgos. Dessa forma,
H1H1863N2 nao se liga ao EGFR humano ou de camgadorvivo.

Exemplo 12: Um conjugado de anticorpo-droga anti-EGRVIII inibe o
crescimento de tumor em modelos de aloenxerto de nz®r de mama
positivo para EGFRVIII in vivo

[00154] Neste Exemplo, dois diferentes conjugados de aptiedroga
do anticorpo exemplificador HIH1863N2 anti-EGFRvJtdtram testados para
a capacidade deles para inibir o crescimento dertumvivo. Um primeiro
ADC foi produzido conjugando H1H1863N2 com a toximaitansinoide
DM1 via um ligante MCC néo clivavel (consulte, gxemplo, US 5.208.020
e Pedido US 2010/0129314) para produzir “H1IH1863N2=-DM1”. Um
segundo ADC foi produzido pela conjugacdao de H1BN&G com uma
versdo modificada de DM1 ligada a um ligante noWeaeel, chamado de
“M0026” (também conhecido como “composto 77 em WO20Q45090, cuja
descricdo é aqui incorporada como referéncia em tetadidade), para
produzir “H1H1863N2-M0026”. Quando testado paraidisdade in vitro
contra células MMT/EGFRuvIIIl, o HIH1863N2-MCC-DM1 ragsentou uma
ICs0 de 12 nM enquanto que o H1IH1863N2-7 apresentoulGgae 0,8 nM
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com base em equivalentes de droga.
[00155] Para comparar a eficadiavivo dos anticorpos anti-EGFRuvIII
conjugados com DM1 e com MO0026, foram realizadotudes em
camundongos imunocomprometidos possuindo aloersxeitd cancer de
mama positivos para EGFRuVIII.
[00156] Resumidamente, aloenxertos de tumor foram estatietepor
implantacdo subcutanea de 0,5kt@lulas MMT/EGFRuvIII para dentro do
flanco esquerdo de camundongos fémeas CB17 SCIlbofi@ Hudson,
NY). Quando os tumores haviam alcancado um volurédionde 140 m#h
(~Dia 8), os camundongos foram separados aleatanianeen grupos de sete,
e dosados com ADCs anti-EGFRvIII usando quer o &omigante MCC-
DM1 quer o formato ligante M0026-droga. Reagenw<£dntrole, incluindo
ADCs néo ligantes usando quer o formato ligante MINCL quer o formato
ligante M0026-droga, e veiculo PBS foram tambéniiadas. ADCs foram
dosados a 1 e 5 mg/kg trés vezes durante uma sesr@eEois monitorados
até que fosse alcancado um tamanho médio de tuenapximadamente
2.000 mm no grupo administrado apenas com veiculo. Nestepmlnibicdo
de Crescimento de Tumor foi calculada como desah#ixo.
[00157] O tamanho médio de tumor relativo ao grupo tratadm
veiculo foi calculado como segue: os tumores fomradidos com compassos
de calibre duas vezes por semana até que fossgaticao tamanho medio de
tumor no grupo tratado com veiculo de 1.0003mmtamanho de tumor foi
calculado usando a férmula (comprimento x lar§iRa A inibicdo de
crescimento de tumor foi calculada de acordo coseguinte formula: (1-
((Ttinar- Tiniciat)/ (Cinai-Ciniciat)))*100, onde T (grupo tratado) e C (grupo de
controle) representa a massa media de tumor nqueia grupo tratado com
veiculo alcancou o tamanho médio de tumor de 1n@®& Os resultados sdo
resumidos na Tabela 15.

Tabela 15

| Grupo de Tratamento | Tamanho de Tumor Fin{ InibicAo de |
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no dia 8, mm (Média + |Crescimento Médio g
SD) Tumor (%)
Veiculo PBS 2253 £ 217 0
Controle-MCC-DM1 1 mg/kg 2827 + 278 -27
Controle-MCC-DM1 5mg/kg 2402 + 256 -7
Controle-M0026 1 mg/kg 2729 + 470 -22
Controle-M0026 5 mg/kg 2787 + 503 -25
H1H1863N2-MCC-DM1 1mg/kg 931 + 292 62
H1H1863N2-MCC-DM1 5mg/kg 471 + 227 84
H1H1863N2-M0026 1 mg/kg 679 £ 265 74
H1H1863N2-M0026 5mg/kg 96 + 34 102
[00158] Como resumido na Tabela 15, foi observada a irmdbigais

elevada de tumor em camundongos dosados com 5 rdg/lk¢flH1863N2-
MO0026, em que foi observada regressdao do tumorainié inibicdo de
crescimento de tumor de 102% resultante do tratameom 5 mg/kg de
H1H1863N2-M0026 foi significativamente maior em agdo aquela
observada apds o tratamento de tumor com 5 mg/Kkd1#1862N2-MCC-
DM1 (83%). A superioridade da inibicdo de crescitoede tumor pelo
H1H1863N2-M0026 comparado com H1H1863N2-MCC- DML rfantida
também na dose de 1 mg/kg. Nao foi observado edetitumoral nos grupos
tratados com ADC de Controle usando MCC-DM1 ou MD02

[00159] Este Exemplo, portanto, mostra que 0s anticorpog an
EGFRvIIl da presente invencdo, quando administrasias a forma de
conjugados de anticorpo-droga, sdo elevadamenentest na inibicdo de
crescimento de tumor. O presente Exemplo adiciosien confirma uma
funcdo para os ADCs da invencao de realmente datiem a regressao de
tumor, especialmente no contexto de anticorposE®ERVIII da invencao
(por exemplo, H1IH1863N2) conjugados com a nova ocubééligante/droga
M0026.

[00160] A presente invencdo ndo é limitada em escopo pelas
modalidades especificas aqui descritas. De fatoasvanmodificacbes da
invencdo além daquelas aqui descritas tornar-sevittentes para aquelas
pessoas versadas na técnica a partir da descrigéedente e das figuras em
anexo. E pretendido que tais modificagdes caiantralesio escopo das

reivindicagbes em anexo.
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Exemplo 13: Anticorpos anti-EGFRvIII-DM1 mostram especificidade
para células que expressam EGFRvIIl e demonstram pente atividade
matadora de células

[00161]

humana conjugados com toxina maitansina DM1 patazie a viabilidade

Neste Exemplo, a capacidade dos anticorpos antRuGIF

celular foi determinada usando ensaiogitro baseados em célula.
[00162] EGFRuvlI
NO:147) ou EGFR humana de tipo selvagem (SEQ ID 1M6€): foi
estavelmente introduzida em linhagens de células29B8 (293/hEGFRVIII,
293/hEGFRwt), U251 (U251/hEGFRuVIII) e MMTO060562

(MMT/hEGFRUVIII). Todas as células foram geradas vretodologias

humana de comprimento completo (SEQ ID

baseadas em Lipofectamine™ 2000 e foram cultivagias meios de
crescimento completos na presenca de antibiotidB8G4

[00163]
célula foi medida via andlise FACS. Resumidamehtd,(® células foram
incubadas com 10 pg/mL de anticorpo H1H1863N2 BGi#=RvIII, um mAb

de controle anti-EGFRwt (Controle IV) ou isotipo acntrole durante 30 min

A expressdo de EGFRwt ou de EGFRUVIII na superfilge

sobre gelo em agente tamponante de diluicdo deoamd. Apos duas
lavagens com o agente tamponante de diluicdo dsogmt, as células foram
incubadas com 10 pg/mL de anticorpo secundarichamiano conjugado
com PE durante 30 min em gelo. Apos duas lavagéimsonais, amostras
foram corridas em um citbmetro Accuri C6 (BD) ougsdycyt (Intellicyt) e os
dados foram analisados usando o programa de codgoutedowJo. Os
resultados séo resumidos na Tabela 16. n.d. =et&onainado.
Tabela 16: Expressao em Superficie de Célula em lhagens de Células
Modicadas com EGFRwt e EGFRuVIII
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Linhagem de Célula Ligacdo via FACS (MFI Vezes Acima Is6tipo de Contrad)
N&o corada| H1H1863N2 Controle IV Anticorpo Isétipo de
(Anti- (Anti- Secundério | Controle
EGFRuvIII) EGFRwt) Sozinho
HEK293 1X 1X 49x 1X 1X
HEK293/hEGFRwt 1X n.d. 332x 1X 1X
HEK293/hEGFRVIII 1X 264X n.d. 1X 1X
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U251 1X 1X n.d. 1X 1X
U251/hEGFRVIII 1X 13X n.d. 1X 1X
MMT/ 1X 1X n.d. 1X 1X
MMT/hEGFRVIII 1X 280X n.d. 1X 1X
[00164] Estes resultados mostram que a expressao de EGFRwvII

superficie foi comparavel nas linhagens de céll&K293/hEGFRVIII e
MMT/hEGFRUVIII, enquanto que os niveis de express@adJ251/EGFRuvIII
foram aproximadamente 20 vezes mais baixos quesistmmas de celulas
HEK293/hEGFRvVIIl e MMT/hEGFRVIII. A ligacdo de EGKR via
H1H1863N2 nao foi detectavel nas linhagens de a®lyarentais. Em
contraste, o anticorpo de controle anti-EGFRwt (Ge IV) ligou-se as
células parentais HEK293 a 49 vezes acima do ws6tlp controle.
Incorporacdo estavel de um vetor de expressao EGHfva dentro de
células HEK293 aumentou a expressao para 332 atrbackground e foi
comparavel com a expressao de EGFRvIII em celuEs293/hEGFRVIII e
MMT/hEGFRuVIII.
[00165] A ligacao seletiva de anticorpo H1H1863N2 anti-EGHRa
EGFRvIIl foi avaliada via FACS usando linhagens d#dulas HEK293
parental, FIEK293/hEGFRwt, HEK293/hEGFRvIIl e A4&ls resultados sao
mostrados na Tabela 17.

Tabela 17: Especificidade de Ligac&do de Anticorpo ®i-EGFRuvVIII as

Linhagens de Células Expressando EGFRvIII

mAb Ligacdo via FACS (MFI Vezes Acima de Is6tipo de Conble)
HEK293 HEK293/ HEK293/ A431
EGFRwt EGFRuvIII

Controle IV (Anti-EGFRwt) 83 251 855 621

H1H1863N2 (Anti- EGFRVIII) 1 3 662 13

Is6tipo de Controle 1 1 1 1

Ab Secundéario Sozinho 1 1 1 1

Células Nao Coradas 1 1 1 1

[00166] Como mostrado na Tabela 17, ambos o anticorpo H&ABNS3

e o anticorpo de controle anti-EGFRwt (Controle Bfresentaram ligacéo
forte (> 650 vezes acima dmckground) as células FIEK293/EGFRvIII em
relacdo a um isétipo de controle. Em contraste, 8B3N2 ligou-se

fracamente a linhagem de célula wt-EGFR FIEK293vé2es acima do
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background) e a linhagem de célula A431endogenamente exmas$aGFR
(13 vezes acima do controle). O anticorpo de ctmtnti-EGFR-wt ligou-se
fortemente as células expressando WtEGFR, confolman seletividade de
H1H1863N2 para EGFRvIIl em vez de para EGFR dedgleagem.
[00167] A seguir, a capacidade dos anticorpos anti-EGFRwhana
conjugados com a toxina maitansina DM1 para reduzirabilidade celular
foi determinada usando ensaios/itro baseados em célula. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos revestidas com PR)-2000 células por
poco em meio de crescimento completo e permitidascer de um dia para
outro. Para as curvas de viabilidade celular, ADCsroga livre (DM1-SMe)
foi adicionado as células em concentractes firafaixa de 500 nM a 5 pM
e incubados durante 3 dias. As células foram indataom CCK8 (Dojindo)
durante as 1-3 h finais e a absorbancia a 450nms@0i determinada no
Flexstation3 (Molecular Devices). Os niveis de furdé ODso de células
tratadas com digitonina (40 nM) foram subtraidostatbos os pocos e a
viabilidade é expressada como uma porcentagem digdles nao tratados.
Os valores de I§ foram determinados a partir de uma equacao logisie
quatro parametros sobre uma curva de resposta deordfds (GraphPad
Prism). Os resultados sdo mostrados nas Tabelase18#B. Os valores de
ICs0 sG0 em nM e s&o normalizados para a razao de/dntigarpo especifica
(DAR, Drug/Antibody Ratio).

Tabela 18A: Poténcia de Matanca de Células dos Cargjados de

Anticorpo-Droga Anti-EGFRvVIII-DM1

Linhagem de HEK293 HEK293/ HEK293/ hEGFRwt U251
Célula hEGFRuvIII
ADC ICs0 (NM) % IC 50 (NM) % IC 50 (NM) % IC 50 (NM) %
Matanca Matanca Matanca Matanca
H1H1863N2- | >100 90 1 97 >100 91 48 77
MCC-DM1
Anti- EGFRwt- 76 94 0,2 97 -1,0 94 ND ND
MCC-DM1
DM1-SMe 0,31 97 0,6 99 0,57 95 1,8 81
Is6tipo de >100 92 >100 96 >100 91 40 77
Controle- MCC-
DM1
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Tabela 18B:Poténcia de Matanca de Células dos Conjugados de
Anticorpo-Droga Anti-EGFRvIII-DM1

Linhagem de U251/ hEGFRuVIII MMT MMT/ hEGFRuVIII
Célula
ADC ICs0 (NM) | % Matanca | ICso (nM) | % Matanca | ICso (nM) | % Matanca
H1H1863N2- 4 78 >150 40 3 100
MCC-DM1
Anti- EGFRwit- ND ND ND ND ND ND
MCC-DM1
DM1-SMe 1.2 83 0.6 96 0.7 100
Is6tipo de 35 76 >150 66 NK 72
Controle- MCC;
DM1
[00168] Conforme mostrado nas Tabelas 18A e 18B, o H1IH1263N

MCC-DM1 reduziu a viabilidade das |linhagens de Ileglu
HEK293/hEGFRvIIl, U251/hEGFRvVIIlI, e MMT/hEGFRVIlIom 1Gses na
faixa de 1,0 nM a 4,0 nM. Em contraste, um isétigocontrole conjugado
com DM1 reduziu a \viabilidade das células 293/EGHRve
MMT/hEGFRVIII com 1Ges maiores que 100 nM e das células
U251/hEGFRvVIII com um 16 de 35 nM. O H1H1863N2-MCC-DM1 néo
teve influéncia sobre as células HEK293 express&®@leR de tipo selvagem
(293/hEGFRwt) ou sobre as linhagens de ceélulasnpase de controle
sugerindo especificidade para as células expres€a@G&RvIII.

[00169] Dessa forma, este Exemplo demonstra que o0 anticorpo
H1H1863N2 anti-EGFRVIII tem especificidade paraliakagens de células
expressando EGFRvIIl e demonstra capacidade dengaatespecifica de
células quando conjugado com a toxina DM1.

Exemplo 14: Poténcia de matanca de células aprimata é alcancada
guando um conjugado de anticorpo ligante conformaoinal a EGFRuvIII
—droga é dosado em combinacdo com um conjugado detiaorpo ligante

ao peptideo juncional de EGFRvIII-droga

[00170] Neste exemplo, foi determinada a capacidade pama@ar a
matanca de células pela coadministracdo de doss tigiferentes de
conjugados de anticorpo anti-EGFRUvllI-droga. Paiste eExemplo as

combinacbes testadas consistiram em dois difereatggcorpos anti-
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EGFRvIII: (1) um anticorpo especifico anti-EGFRvtjie n&o reconhece o
ADC ligante ao peptideo juncional de EGFRvIII (clalo aqui de “ligante
conformacional”); e (2) um anticorpo especifico IHGFRvVIII que
reconhece o peptideo juncional de EGFRUVIII (chamagia de um “ligante
ao peptideo”). Conforme demonstrado no Exemplo 6,amdicorpo
H1H1863N2 anti-EGFRVIII n&o se liga ao peptideoccjanal de EGFRvIII
ou aos residuos 311-326 de EGFR humano e €, pmrizorisiderado como
um “ligante conformacional”.

Competicao cruzadain vitro

[00171] Primeiro, a capacidade de H1H1863N2 para cruzadamen
competir com um anticorpo que se liga ao peptidecipnal de EGFRuvIII foi
determinada via um ensaio de competicdo de ligg@dmticorpo ligante ao
peptideo juncional anti-EGFRvIII usado neste exenipl o Controle V.
[00172] A competicdo cruzada foi determinada usando umiertka
interferometria de biocamada (BLBio-Layer Interferometry) isento de
marcacdo, em tempo real, em um biossensor Octet (HdrteBio Corp., A
Division of Pall Life Sciences). O experimento intefoi realizado a 25°C
em agente tamponante que compreendia HEPES 0,4 ®R4p NaCl 0,15M,
EDTA 3mM, tensoativo “Surfactant P20” 0,05% v/v, BSL,0 mg/mL
(Agente Tamponante “Octet HBST”) com a placa agitea uma velocidade
de 1.000 rpm. Para avaliar se os dois anticorpagpetram cruzadamente
pela ligacdo a EGFRUvIII recombinante humana (hEGFRwmh; SEQ
ID:152), aproximadamente ~0,35 nm de hEGFRVvIII.moilcpturado sobre
biossensores Octec revestidos com anticorpo antagdis. Os biossensores
com antigeno capturado foram entdo saturados cqmineeiro anticorpo
monoclonal anti-EGFRVIII (subsequentemente chamddo mAb-1) por
imersado dentro dos pocos contendo uma solucdo pgalL de mAb-1
durante 5 minutos. Os biossensores foram enta@guestemente submersos

em pocos contendo uma solucdo a 50 pg/mL de umndeganticorpo

Peticao 870160050117, de 08/09/2016, pag. 120/138



86 /88

monoclonal anti-EGFRvIII (subsequentemente chantgdmAb-2) durante 3
minutos. Todos os biossensores foram lavados notagamponante Octet
HBST entre cada etapa do experimento. A resposhgaigio em tempo real
foi monitorada durante o curso do experimento espasta de ligacdo no
término de cada etapa foi registrada. A respostdigdgdo de mAb-2 a
hEGFRVIIl pré-complexada com mAb-1 foi comparada eomportamento
competitivo/ndo competitivo de diferentes anticarpmonoclonais foi
determinado.
[00173] Usando este formato de competicdo cruzada expemmen
H1H1863N2 n&o apresentou competicdo cruzada coiganté ao peptideo
juncional de EGFRuvIIl testado, nem competiu crupaelste pela ligacdo a
EGFRvIIl com o Controle 1l ou o Controle IV. Os uwétsdos deste ensaio de
competicdo cruzada, portanto, indicam que o H1HM26&m um epitopo
ligante diferente daquele do ligante ao peptidewignal de EGFRVIII, e
também dos Controles Il e IV.
Atividade de matanca de células dos conjugados denteorpo anti-
EGFRvlll-droga individuais
[00174] A sequir, foi avaliada a capacidade de H1H1863N2=MC
DM1 e de um ADC ligante ao peptideo anti-EGFRvIHrg reduzir a
viabilidade celular qguando administrados em cong@ina A capacidade do
Controle V para induzir matanca celular quando wgeio com SMCC-DM1
(isto é, Controle V-MCC-DM1) foi determinada usangim ensaidn vitro
baseado em ceélulas como descrito no Exemplo 13.re@sltados sao
resumidos na Tabela 19.

Tabela 19: Poténcia de Matanca de Células dos Comjados de

Anticorpo-Droga Anti-EGFRvIII-DM1

Linhagem de HEK293 HEK293/ MMT MMT/ hEGFRvIII
Célula hEGFRVIII (alta) (alta)
ADC ICso % ICso0 % ICso0 % ICso %
Matanca Matanca Matanca Matanca
DM1-SMe 0,19 98 0,25 99 0,15 100 0,18 99
(DM1 Livre)
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Isétipo de 200 91 150 92 110 68 250 72

Controle —

MCC-DM1

HIH1863N2- | 80 97 0,37 99 200 95 3,25 97

MCC-DM1

Controle V- | 90 95 0,25 | 100 200 89 0,35 97

MCC-DM1
[00175] Conforme resumido na Tabela 19, os ADCs anti-EGHRvI
reduziram a viabilidade celular de varias linhagede células
superexpressando EGFRvIIlI com valores de h@ faixa de 0,25 nM a 3,25

nM.

Atividade de matanca de células de combinacdes ppares de conjugados
de anticorpo anti-EGFRvIlI-droga

[00176]
MCC-DM1 formando par com um ADC ligante ao peptideni-EGFRvIII

foi testada em linhagens de células superexpressB@FRvIII em uma

A seguir, a poténcia de matanca de células de HABNS-

razdo 1:1. Os resultados s&o mostrados na Tabela 20
Tabela 20: Poténcia de Matanca de Células de Comligdes por Pares de
ADCs Anti-EGFRVIII-DM1

Linhagem de Célula; HEK293 HEK293/ MMT MMT/
hEGFRuvIII hEGFRuvIII
ADC 1 ADC 2 ICs0 % ICso % IC =0 % ICs0 %
(nM) |Matang| (nM) |Matang| (nM) [Matang| (nM) [Matang
a a a a
H1H1863N2-| Nenhum | 250 87 1,52 95 250 59 11,1 98
MCC-DM1
Controle V- Nenhum 100 85 0,14 98 100 67 0,7 95
MCC-DM1
H1H1863N2- | Controle V-| 100 91 0,19 99 200 98 0,58 100
MCC-DM1 |MCC- DM1
DM1-SMe Nenhum 0,21 96 0,28 97 0,19 100 0,19 100
(DM1 Livre)
Is6tipo de Nenhum 200 93 95 93 150 32 100 36
Controle- MCC
DM1
[00177] Conforme resumido na Tabela 20, a combinacdo de

H1H1863N2-MCC-DM1 (um ligante conformacional ao tepd) e o
Controle V-MCC-DM1 (um ligante ao peptideo juncihnaesultou em
poténcia de matanca de células que foi pelo megowaente aos, ou em
determinados casos, intensificada em comparacdoosotnatamentos com

ADC unico. A falta de interferéncia entre os dg®$ de anticorpos sugere o
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uso efetivo de dois anticorpos ndo competidores cotoxinas diferentes,
ou classes diferentes de citotoxinas tendo difesamiecanismos de acao.
[00178] Em resumo, este exemplo demonstra que o H1IH1863N2 n
compete cruzadamente com o anticorpo de contrgéate ao peptideo de
EGFRvIIl. Este epitopo peculiar permite a sua comtiio com ADCs
ligantes ao peptideo de EGFRUvIII para aprimorao&nria de matanca de
células. Esta combinacdo nova de ADCs anti-EGFRdtle permitir melhor

eficacia terapéutica.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno isolado do

mesmo que especificamente se liga a EGFRVIII humana, caracterizado pelo

fato de que compreende uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR) e uma
regido variavel de cadeia leve (LCVR), e em que a HCVR compreende trés
regides determinantes complementaridade (CDRs), HCDRI, HCDR2 e
HCDR3, contidas na sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:34 e a LCVR
compreende trés CDRs, LCDR1, LCDR2 e LCDR3, contidas na sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:42.

2. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo

com a reivindicagdo 1, o dito anticorpo ou fragmento do mesmo caracterizado

pelo fato de que apresenta uma constante de dissociacao em equilibrio (Kp)
para um dimero de EGFRVIII humana de cerca de 50 nM ou menor, de cerca
de 20 nM ou menor, de cerca de 10 nM ou menor, de cerca de 5,0 nM ou
menor, de cerca de 1,0 nM ou menor, ou de cerca de 0,5 nM ou menor,
conforme medida por um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie.

3. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo

com a reivindicagdo 2, o dito anticorpo ou fragmento do mesmo caracterizado

pelo fato de que apresenta uma Kp para um dimero de EGFR humano maior
que aquela para o dimero de EGFRVIII em pelo menos cerca de 4 vezes, pelo
menos cerca de 10 vezes, pelo menos cerca de 50 vezes, pelo menos cerca de
100 vezes, pelo menos cerca de 500 vezes, pelo menos cerca de 1000 vezes,
pelo menos cerca de 2.000 vezes, ou pelo menos cerca de 3.000 vezes,
conforme medida por um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie.

4. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo

com a reivindicagdo 3, o dito anticorpo ou fragmento do mesmo caracterizado

pelo fato de que nao se liga a um dimero de EGFR em um nivel detectivel por
um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie.

5. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo
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com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que as HCDR1, HCDR2 e
HCDR3 compreendem as sequéncias de aminodcidos de SEQ ID NOS:36, 38

e 40, respectivamente.

6. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo
com a reivindicacdo 1 ou 5, caracterizado pelo fato de que as LCDRI,
LCDR2 e LCDR3 compreendem as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID
NOS:44, 46 e 48, respectivamente.

7. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo
com a reivindicacdo 1, o dito anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno

caracterizado pelo fato de que compreende um par de sequéncias de

HCVR/LCVR de SEQ ID NO: 34/42.

8. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,

caracterizado pelo fato de que se liga a0 mesmo epitopo na EGFRVIII que o

anticorpo ou fragmento de ligacio a antigeno como definido na reivindicacdo
1.
9. Anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo,

caracterizado pelo fato de que compete pela ligacio a EGFRVIII com o

anticorpo ou fragmento de ligacio a antigeno como definido na reivindicacdo
1.

10. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo
com a reivindicacdo 1, o dito anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno

caracterizado pelo fato de que € conjugado com uma citotoxina.

11. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo

com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que a citotoxina €

selecionada do grupo consistindo em biotoxinas, agentes quimioterapéuticos e
radioisotopos.
12. Anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno de acordo

com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que a citotoxina €

selecionada do grupo consistindo em maitansinoides, auristatinas,
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tomaimicinas, duocarmicinas, **Ac, 2*’Th, e quaisquer seus derivados.

13. Composi¢cdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende o anticorpo ou fragmento de ligacao a antigeno como definido na
reivindicacado 1, e um carreador farmaceuticamente aceitavel.
14. Composi¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagao

13, caracterizada pelo fato de que compreende, adicionalmente, um ou mais

agentes terapéuticos selecionados do grupo consistindo em um agente
quimioterapéutico, agentes anti-inflamatorios, e analgésicos.

15. Uso de uma composicao farmacéutica como definida na
reivindicacdo 13, caracterizado pelo fato de ser na manufatura de um
medicamento para o tratamento de cancer ou tumor que expressa EGFRVIII.

16. Uso de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado pelo

fato de que o cancer ou tumor € selecionado do grupo consistindo em
glioblastoma, carcinoma ductal ou intraductal de mama, carcinomas de
pulmdo de célula ndo pequena, carcinomas ovarianos, cancer de prostata, e
carcinoma de célula escamosa da cabeca e pescoco.

17. Uso de uma composi¢ao farmacéutica compreendendo um
primeiro conjugado anticorpo-droga (ADC) compreendendo um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo, como definido na reivindicagdo

I, e uma citotoxina, caracterizado pelo fato de ser na manufatura de um

medicamento para o tratamento de cancer, reducdo de crescimento de tumor
e/ou causacdo a regressao do tumor em um paciente.

18. Uso de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado pelo

fato de que compreende, adicionalmente, um segundo ADC compreendendo
um anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo e uma citotoxina,
em que o anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do segundo ADC
especificamente se liga a EGFRVIII e também se liga ao peptideo juncional de
SEQ ID NO:148 e/ou ao peptideo de SEQ ID NO:165.

19. Uso de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado pelo
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fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do primeiro ADC
compreende regides determinantes de complementaridade de cadeias pesadas

e leves compreendendo SEQ ID NOs: 36, 38, 40, 44, 46, e 48.

20. Uso de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado pelo

fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do primeiro ADC
compreende uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo SEQ ID

NO: 34 e uma regido variavel de cadeia leve compreendendo SEQ ID NO:42.
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