(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Namero de Publicagédo: PT 896586 E

(51) Classificagdo Internacional:
CO07K 16/32 (2006.01) A61K 39/395 (2006.01)
GO1N 33/577 (2006.01)C12N 5/10 (2006.01)
C12N 5/20(2006.01) CO7K 17/00 (2006.01)
C12N 15/13(2006.01) C12N 15/64 (2006.01)

(22) Data de pedido: 1997.03.07
(30) Prioridade(s): 1996.03.27 US 0624036
(43) Data de publicagédo do pedido: 1999.02.17

(45) Data e BPI da concessdo: 2006.10.17
001/2007

(73) Titular(es):
GENENTECH, INC.
1 DNA WAY SOUTH SAN FRANCISCO, CA

94080-4990 us
(72) Inventor(es):

MARK SLIWKOWSKI us
ROBERT AKITA us

(74) Mandatario:
ANTONIO JOAO COIMBRA DA CUNHA FERREIRA
R DAS FLORES 74 4 AND 1249-235 LISBOA PT

(54) Epigrafe: ANTICORPOS DE ERBB3

(57) Resumo:



EP 0 896 586 /PT

RESUMO
“Anticorpos de ErbB3”

Descrevem—-se anticorpos que se ligam a proteina ErbB3 e
possuem também qualquer uma ou mais das seguintes
propriedades: uma capacidade para reduzir a formacdo de um
complexo de proteina ErbB2-ErbB3 induzida por heregulina numa
célula que expressa ErbB2 e ErbB3; a capacidade de aumentar a
afinidade de 1ligag¢do de heregulina relativamente a proteina
ErbB3 e a caracteristica de reduzir a activacao de ErbB2
induzida por heregulina numa célula qgue expressa ErbB2 e
ErbB3.
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DESCRICAO
“Anticorpos de ErbB3”
Campo da invencgéo

A presente invengao refere-se em geral a anticorpos que
se ligam ao receptor ErbB3. Em particular, refere-se a
anticorpos anti-ErB3 que, surpreendentemente, reduzem a
formacdo de um complexo de proteina ErB2-ErbB3 induzida por
HRG numa célula gue expressa ambos estes receptores e reduz a
activacdo de ErbB2 induzida por heregulina numa célula deste
tipo e pode também aumentar a afinidade de 1ligacao da
heregulina (HRG) relativamente a proteina ErR3.

Descrigdo da arte relacionada

A transducdo de sinais que regulam o crescimento e
diferenciacao celular é regulada em parte por fosforilacadao de
vadrias proteinas celulares. As proteinas tirosina-guinases sao
enzimas que catalisam este processo. Pensa-se que as proteinas
tirosina—-quinases receptoras dirigem o crescimento celular
através da fosforilacdo de tirosina estimulada pelo ligando de
substratos intracelulares. As ©proteinas tirosina-quinases
receptoras do factor de crescimento da subfamilia de classe 1
incluem o receptor do factor de crescimento epidérmico de
170 kDa (EGFR) codificado pelo gene erbBl, o erbBl foi
implicado causalmente na malignidade humana. Em particular,
observou-se uma expressao aumentada deste gene em carcinomas

mais agressivos da mama, bexiga, pulmdo e estdmago.

0 segundo membro da subfamilia de classe 1, pl85"°" foi
originalmente identificado como o) produto do gene
transformante de neuroblastomas de ratos tratados
gquimicamente. O gene neu (também designado por erbB2 e HER2)
codifica para uma proteina-tirosina-quinase receptora de
185 kDa. A amplificacdo e/ou sobre-expressdo do gene HER2
humano estd correlacionada com um mau progndéstico em cancros
da mama e ovarios (Slamon et al., Science, 235:177-182 (1987);
e Slamon et al., Science, 244:707-712 (1989)). A sobre-
expressdao de HER2 também foi correlacionada com outros
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carcinomas, incluindo carcinomas do estdémago, endométrio,
gldndula salivar, pulmdo, rim, cdélon e bexiga.

Outro gene relacionado, designado por erbB3 ou HER3,
também foi descrito. Vejam-se as patentes US N 5183884 e
5480968; Plowman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:4905-
4909 (1990); Kraus et al., Proc Natl. Acad Sci. USA, 86:9193-
9197 (1989); pedido de patente EP N° 444961Al1; e Kraus et al.,
Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90:2900-2904 (1993). Kraus et al.
(1989) verificaram gque estavam presentes niveis acentuadamente
elevados de ARNm de erbB3 nalgumas linhas celulares de tumor
mamdrio humano, o que indica que o erbB3, tal como o erbBl e
erbB2, pode desempenhar um papel nalgumas malignidades
humanas. Estes investigadores demonstraram que algumas linhas
celulares de tumor mamario humano apresentam um aumento
significativo da fosforilagao de tirosina de ErbB3 de estado
estaciondrio, o que 1indica também que este receptor pode
desempenhar um papel nas malignidades humanas. Deste modo,
estao descritos bioensaios de diagnéstico utilizando
anticorpos qgque se ligam a ErbB3 em Kraus et al. nas Patentes
US N°° 5183884 e 5480968.

O papel de erbB3 no cancro foi explorado por outros.
Verificou-se que € sobre-expresso nos cancros da mama
(Lemoine et al., Br. J. Cancer, 66:1116-1121 (1992)),
gastrointestinal (Poller et al., J Pathol., 168:275-280
(1992), Rajkumer et al., J. Pathol., 170:271-278 (1993), e
Sanidas et al., Int. J. Cancer. 54:935-940 (1993)), e
pancredatico (Lemoine et al., J. Pathol., 168:269-273 (1992), e
Friess et al. Clinical Cancer Research. 1:1413-1420 (1995)).

O ErbB3 é unico entre a familia de receptores ErbB, na
medida em que possuil pouca ou nenhuma actividade de tirosina-
guinase intrinseca (Guy et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA
91:8132-8136 (1994) e Kim et al J. Biol Chem. 269:24747-55
(1994)). Quando o ErbB3 é co-expresso com ErbB2, forma-se um
complexo de sinalizacdo activo e o8 anticorpos dirigidos
contra ErbB2 sdo capazes de romper este complexo (Sliwkowski
et al. J. Biol Chemn., 269 (20) :14661-14665 (1994)) .
Adicionalmente, a afinidade de ErbB3 para heregulina (HRG)
aumenta para um estado de afinidade maior guando co-expresso
com ErbB2. Veja-se também Levi et al., Journal of Neuroscience
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15: 1329-1340 (1995): Mortissey et al., Proc. Natl Acad Sci
USA 92: 1431-1435 (1995): e Lewis et al., Cancer Res, 56:1457-
1465 (1996) em relacao ao complexo de proteina ErbB2-ErbB3.

Rajkumar et al., British Journal Cancer. 70(3):459-465
(1994), desenvolveram um anticorpo monoclonal contra ErbB3 que
tinha um efeito agonista no crescimento independente da
ancoragem de linhas celulares gque expressam este receptor.

A subfamilia de classe I das proteina-tirosina-gquinases
receptoras do factor de crescimento tem sido alargada para
incluir o receptor HER4/pl80°*°B4. Veja-se pedido de patente EP
N° 599274; Plowman et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90:1746-
1750 (1993); e Plowman et al., Nature, 366:473-475 (1993).
Plowman et al. verificaram que uma maior expressao de HER4
tinha uma correlacdo estreita com alguns carcinomas de origem
epitelial, incluindo adenocarcinomas da mama. Deste modo, o0s
métodos de diagnéstico  para a deteccao de condicgdes
neoplédsicas humanas (em especial cancros da mama) que avaliam
a expressao de HER4 estdao descritos no pedido de patente EP N°
599274,

A procura de um activador do oncogene HER2 levou a
verificacdo de existéncia de uma familia de polipéptidos de
heregulina. Estas proteinas parecem resultar de splicing
alternativo de um unico gene que foi mapeado no braco curto do
cromossoma 8 humano por Lee et al., Genomics, 16:790-791
(1993); e Orr-Urtreger et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, Vol.
90 pp. 1867-1871 (1993).

Holmes et al. isolaram e clonaram uma familia de
activadores polipeptidicos para o receptor HER2 que designaram
por heregulina-o (HRG-o), heregulina-f1 (HRG-f), heregulina-f2
(HRG-R2), tipo heregulina-f2 (tipo HRG-B2), e heregulina-f33
(HRG-$3). Veja-se Holmes et al., Science, 256:1205-1210
(1992); e WO 92/20798. O polipéptido de 45 kDa, HRG-o, foi
purificado a partir do meio condicionado da linha celular de
cancro da mama humano MDA-MB-231. Estes investigadores
demonstraram a capacidade dos polipéptidos de heregulina
purificados activarem a fosforilacdo de tirosina do receptor
HER2 em células de tumor da mama MCF-7. Além disso, foi
ilustrada a actividade mitogénica dos polipéptidos de
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heregulina em células SK-BR-3 (que expressam niveis elevados
do receptor HER2). Tal como outros factores de crescimento que
pertencem a familia EGF, os polipéptidos HRG soluvels parecem
ser derivados de um precursor ligado a membrana (designado por
pro—HRG) que é proteoliticamente processado para libertar a
forma soluvel de 45 kDa. Estes pro-HRG ndo possuem um péptido
de sinal de terminal N. Apesar das heregulinas serem
substancialmente idénticas nos primeiros 213 residuos de
aminodcido, elas sdo classificadas em dois tipos principais, o
e [, com base em dois dominios do tipo EGF variante que
diferem nas suas porc¢des de terminal C. Apesar de tudo, estes
dominios do tipo EGF sao 1idénticos no espacamento de seis
residuos de cisteina neles contidos. Com base numa comparacao
de sequéncias de aminodcidos, Holmes et al. verificaram que
entre a primeira e sexta cisteinas no dominio tipo EGF, as HRG
eram 45% semelhantes ao factor de crescimento tipo EGEF de
ligagdao a heparina, 35% idéntico a anfiregulina (AR), 32%
idénticos a TGF-oa e 27% idénticos a EGF.

O factor de diferenciacdo neu de 44 kDa (NDF) que € o
equivalente de rato da HRG humana, foi primeiro descrito por
Peles et al. Cell. 69:205-216 (1992), e Wen et al., Cell,
69:559-572 (1992). Tal como os polipéptidos HRG, o NDF tem um
dominio de homologia de imunoglobulina (Ig) seguido por um
dominio do tipo EGF e nao possui um péptido de sinal de
terminal N. Subsequentemente, Wen et al.. Mol Cell Biol.,
14(3):1909-1919 (1994) realizaram uma “clonagem exaustiva”
para alargar a familia dos NDF. Este trabalho revelou seis
pro-NDF fibrobldsticos distintos. Adoptando a nomenclatura de
Holmes et al., os NDF sao classificados ou como polipéptidos o
ou [, com base nas sequéncias dos dominios tipo EGF. As
isoformas 1 a 4 sdao caracterizadas com base na porcao
justamembranar varidvel (entre o dominio tipo EGF e o dominio
transmembranar). Além disso, estdao descritas isoformas a, b e
c que tém dominios citoplasmidticos de comprimento varidvel.
Estes investigadores concluiram que diferentes isoformas de
NDF sao produzidas por splicing alternativo e desempenham
diferentes funcdes especificas do tecido.

Falls et al., Cell, 72:801-815 (1993) descrevem outro
membro da familia de heregulina que designaram por polipéptido
de actividade indutora do receptor de acetilcolina (ARIA). O
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polipéptido ARIA derivado de galinha estimula a sintese de
receptores de acetilcolina do musculo. Veja-se  também
WO 94/08007. ARIA ¢ uma heregulina do tipo-f e nao possuli o
espacador “glico” completo (rico em locais de glicosilacao)
presente entre o dominio tipo Ig e o dominio tipo EGF de
HRGR1-B3.

Marchionni et al., Nature, 362:312-318 (1993)
identificaram varias proteinas derivadas de bovino que podem
designar por factores de crescimento da glia (GGF). Estes GGF
partilham o dominio tipo Ig e o dominio tipo EGF com as outras
proteinas heregulina descritas acima, mas também tém um
dominio kringle de terminal amino. Os GGF nao tém geralmente o
espacador “glico” completo entre o dominio tipo Ig e o dominio
tipo EGF. Apenas um dos GGF, GGFII, possuia um péptido de
sinal de terminal N.

A expressao da familia de receptores de ErbB2 e
polipéptidos de heregulina no cancro da mama € revista em
Bacus et al., Pathology Patterns, 102(4) (Supp. 1):513-S24
(1994) .

Veja—-se também Alimandi et al., Oncogene, 10:1813-1821
(1995); Beerli et al., Molecular and Cellular Biology,
15:6496-6505 (1995); Karunagaran et al., EMBO J, 15:254-264
(1996); Wallasch et al., EMBO J, 14:4267-4275 (1995); e Zhang
et al., Journal of Biological Chemistry, 271:3884-3890 (1996),
em relacdo a familia de receptores acima.

A patente US 5480968 descreve o polipéptido erbB3 e anti-
soros produzidos contra péptidos especificos a partir desse
polipéptido, um dos quais provém do dominio extracelular. No
entanto, apesar de mencionar utilizacdes possiveis dos
anticorpos na terapia e detecgcdo de erbB3, nao menciona nenhum
efeito na accao de heregulina e, de facto, nado reconhece a sua
existéncia. Nao é conhecido se o anti-soro contra o dominio
extracelular terd intrinsecamente esta propriedade, mas & em
qualguer caso negada aqui a partir das reivindicacgdes
dirigidas para os anticorpos per se.
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SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdo proporciona anticorpos que se ligam a
ErbB3 e ©possuem também as seguintes propriedades: uma
capacidade para reduzir a formacdao de um complexo de proteina
ErbB2-ErbB3 induzida por heregulina numa célula que expressa
ErbB2 e ErbB3; e a caracteristica de reduzir a activacao de
ErbB2 induzida por heregulina numa célula que expressa ErbB2 e
ErbB3.

A afinidade de 1ligagdo de heregulina relativamente a
proteina ErbB3 pode ser aumentada ou reduzida, mas €& de
preferéncia aumentada.

Os anticorpos preferidos sao anticorpos monoclonais que
se ligam a um epitopo no dominio extracelular do receptor
ErbB3. Em geral, os anticorpos de interesse irdo ligar—-se ao
receptor ErbB3 com uma afinidade de pelo menos cerca de 10 nM,
mais preferencialmente pelo menos cerca de 1 nM. Nalgumas
concretizacdes, o anticorpo estd imobilizado (e.g. ligado de
forma covalente a) numa fase sélida, e.g., para purificacao
por afinidade do receptor, ou para testes de diagnéstico.

Os anticorpos dos pardagrafos anteriores podem ser
proporcionados na forma de uma composicdo compreendendo o
anticorpo e um transportador ou diluente farmaceuticamente
aceitavel.

Descreve-se uma molécula de 4&acido nucleico isolada que
codifica para o anticorpo dos parédgrafos anteriores que pode
também compreender um promotor ligado de forma operacional a
ele; um vector de expressdo compreendendo a molécula de acido
nucleico ligada de forma operacional a sequéncias de controlo
reconhecidas por uma célula hospedeira transformada com o
vector; wuma linha celular compreendendo o &cido nucleico
(e.g., uma linha celular de hibridoma); e um processo para
utilizar uma molécula de A&acido nucleico que codifica para o
anticorpo, para efectuar a producdo do anticorpo compreendendo
cultivar uma célula que compreende o 4&cido nucleico e,
opcionalmente, recuperar o anticorpo a partir da cultura de
células e, de preferéncia, do meio de cultura de células.
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A invencdo também proporciona a utilizacdo do anticorpo
no fabrico de um medicamento para tratar um mamifero.

Descreve-se um método para detectar ErbB3 in vitro ou
in vivo compreendendo contactar o anticorpo com uma célula gue
se suspeita que contém ErbB3 e detectar se ocorreu ligacado e
um teste para detectar um tumor, caracterizado por expressao
amplificada de ErbB3 compreendendo o0s passos de expor uma
célula ao anticorpo aqui descrito e determinar o grau de
ligagao do anticorpo a célula. Em geral, o anticorpo para
utilizagdo neste teste serda marcado. O teste aqui descrito
pode ser um teste in vitro (tal como um teste ELISA) ou um
teste in vivo. Para o diagndéstico de um tumor in vivo, O
anticorpo é geralmente conjugado com um isdtopo radioactivo e
administrado a um mamifero e o grau de ligacao do anticorpo
aos tecidos no mamifero é observado por pesquisa externa de
radioactividade.

Breve descrigdo das Figuras

A Figura 1 mostra a ligacdao de HRG a células K562 ErbB3
na presenca de varios anticorpos monoclonais anti-ErbB3. Os
anticorpos anti-ErbB3 purificados foram incubados com uma
suspensao de células K562 ErbB3 e u5I—HRGBl<N744@. Apds
aproximadamente 18 horas em gelo, mediram-se as contagens de
células ligadas. As contagens sao apresentadas representadas
graficamente como uma percentagem de ligacdo na auséncia de
anticorpo (controlo). A ligacadao nao especifica foi determinada
utilizando um excesso de HRGR1(177-244) (HRG) né&o marcado. Os
anticorpos contra a proteina ErbB2 (2C4) e HSV (5B6) foram
utilizados como controlos negativos.

A Figura 2 mostra o efeito da concentracao de anticorpo
na ligagcdo de HRG. Realizou-se uma experiéncia de dose-
resposta no anticorpo 3-8D6 que se verificou que aumenta a
ligagao de HRG. As células K562 ErbB3 foram incubadas com uma

concentracdo fixa de '#°

I-HRG e concentragdes crescentes do
anticorpo 3-8D6. 0Os dados da experiéncia sao apresentados num
grafico de contagem ligada a células versus concentracao de

anticorpo.
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A Figura 3 ilustra a ligacao de HRG a células K562 ErbB3
na presenca e auséncia do anticorpo 3-8D6 ou um seu fragmento
Fab. Fizeram-se experiéncias de ligacgao ao ligando
competitivas, na auséncia (controlo) e presenca de 100 nM de
3-8D6 ou Fab. 0s dados sao representados graficamente como
ligado/total (B/T) versus HRGR1(177-244) total.

Descrigdo detalhada das concretizagdes preferidas

I. Definigdes

Salvo indicacgdo em contrario, o termo “ErbB3” quando aqui
utilizado refere-se a proteina ErbB3 de mamifero e “erbB3”
refere-se ao gene erbB3 de mamifero. A ©proteina ErbB3
preferida ¢é a proteina ErbB3 humana presente na membrana
celular de uma célula. O gene erbB3 humano estd descrito na
patente US 5480968 e Plowman et al., Proc. Natl. Acad Sci.
USA, 87:4905-4909 (1990).

O anticorpo de interesse pode ser um que nao tem reacgao
cruzada significativa com outras proteinas, tais como as
codificadas pelos genes erbBl, erbB2 e/ou erbB4. Nestas
concretizagdes, o grau de ligacdao do anticorpo a estas
proteinas que nao a ErbB3 (e.g. ligacao de superficie celular
ao receptor enddgeno) serd inferior a 10%, como determinado
por andlise de separacdo de células activada por fluorescéncia
(FACS) ou radioimunoprecipitacdo (RIA). No entanto, por vezes
0 anticorpo pode ser um que tem reaccdao cruzada com o receptor
ErbB4 e, opcionalmente, nao tem reacgao cruzada com O receptor
de EGFR e/ou ErbB2, por exemplo.

“Heregulina” (HRG) quando aqui utilizada, refere-se a um
polipéptido que activa o complexo de proteina ErbB2-ErbB3
(i.e. induz a fosforilacao de residuos de tirosina no complexo
ErbB2-ErbB3 por ligagcdo a este). Varios polipéptidos de
heregulina abrangidos por este termo foram descritos acima. O
termo inclui fragmentos biologicamente activos e/ou variantes
de um polipéptido HRG que ocorre naturalmente, tal como um seu
dominio tipo EGF (e.g. HRGR1li77-244) .

0O *“complexo de proteina ErbB2-ErbB3” ¢é um oligdmero
associado de forma nado covalente do receptor ErbB2 e do
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receptor ErbB3. Este complexo forma-se gquando uma célula que
expressa ambos 0s receptores €& exposta a HRG. O complexo pode
ser isolado por imunoprecipitacdo e analisado por SDS-PAGE,
como descrito no Exemplo a seguir.

A expressadao “reduz a formacao de um complexo de proteina
ErbB2-ErbB3 induzida por heregulina numa célula que expressa
ErbB2 e ErbB3” refere-se a capacidade do anticorpo reduzir de
forma estatisticamente significativa, o numero de complexos de
proteina ErbB23-ErbB3 gque se formam numa célula que foi
exposta ao anticorpo e HRG, em relacdo a uma célula néo
tratada (controlo). A célula que expressa ErbB2 e ErbB3 pode
ser uma célula ou linha celular gque ocorre naturalmente (e.g.
célula Caov3) ou pode ser produzida de forma recombinante
introduzindo um 4&cido nucleico que codifica para cada uma
destas proteinas numa célula hospedeira. De preferéncia, o
anticorpo ird reduzir a formacdo deste complexo em pelo menos
50% e mais ©preferencialmente em pelo menos 70%, como
determinado por densitometria de varrimento de reflecténcia de
transferéncias de Western do complexo (veja-se o Exemplo a
seguir).

O anticorpo que “reduz a activacdo de ErbB2 induzida por
heregulina numa célula gue expressa ErbB2 e ErbB3” é um que
reduz de forma estatisticamente significativa a actividade de
fosforilacdo de tirosina de ErbB2 que ocorre quando o HRG se
liga a ErbB3 no complexo de proteina ErbB2-ErbB3 (presente na
superficie de uma célula que expressa os doils receptores) em
relagcdo a uma célula nao tratada (controlo). Isto pode ser
determinado com base nos niveis de fosfotirosina no complexo
ErbB2-ErbB3 apds exposicdo do complexo a HRG e ao anticorpo de
interesse. A célula gue expressa a proteina ErbB2 e ErbB3 pode
ser uma célula ou linha celular que ocorre naturalmente (e.g.
célula Caov3) ou pode ser produzida de forma recombinante. A
activacdo de ErbB2 pode ser determinada por transferéncia de
Western, seguida de sondagem com um anticorpo anti-
fosfotirosina, como descrito no Exemplo a seguir.
Alternativamente, o teste de activacao do receptor de guinase
descrito no W09514930 e Sadick et al., Analytical
Biochemistry, 235:207-214 (1996) pode ser wutilizado para
quantificar a activagao de ErbB2. De preferéncia, o anticorpo
ird reduzir a activacdo de ErbB2 induzida por heregulina em
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pelo menos 50% e mais preferencialmente pelo menos 70%, tal
como determinado por densitometria de varrimento de
reflectédncia de transferéncias de Western do complexo sondado
com um anticorpo anti-fosfotirosina (veja-se o Exemplo a

segquir) .

O anticorpo pode ser um gque “aumenta a afinidade de
ligagcdao de heregulina relativamente a proteina ErbB3”. Isto
significa que, na presenca do anticorpo (e.g. 100 nM de
anticorpo), a dquantidade de HRG que se liga a ErbB3 (e.g.
ErbB3 enddgeno presente numa célula que ocorre naturalmente ou
linha <celular, ou introduzido numa célula por técnicas
recombinantes, veja-se o Exemplo a seguir); em relacgao ao
controlo (sem anticorpo) aumenta de forma estatisticamente
significativa. Por exemplo, a quantidade de HRG que se liga a
linha celular K562 transfectada com erbB3, tal como aqui
descrito, pode aumentar na presenca de 100 nM de anticorpo em
pelo menos 10%, de preferéncia pelo menos 50% e muito
preferencialmente pelo menos cerca de 100% (veja-se Figura 1),
em relacgao ao controlo.

O anticorpo que reduz a ligacdo de HRG a proteina ErbB3
(e.g. ErbB3 presente numa célula) é um qgque interfere com o
local de ligacdo a HRG na proteina ErbB3, de modo que diminui
de forma estatisticamente significativa a quantidade de
heregulina que é capaz de se ligar a este local na molécula.
Exemplos destes anticorpos sdao os anticorpos 3-2F9, 3-3E9 e
3-6B9 descritos aqui nos Exemplos.

0O termo “anticorpo” é utilizado no sentido mais lato e
abrange especificamente anticorpos monoclonais intactos,
anticorpos policlonais, anticorpos multiespecificos (e.qg.
anticorpos biespecificos) formados a partir de pelo menos dois
anticorpos intactos e fragmentos de anticorpo, desde que
exibam a actividade bioldégica desejada. O anticorpo pode ser
um IgM, IgG (e.g. IgGy, IgG,, IgG; ou IgG,), IgDh, IgA ou IgE,
por exemplo. De preferéncia, no entanto, o anticorpo nado é um
anticorpo IgM.

“Fragmentos de anticorpo” compreendem uma porgao de um
anticorpo intacto, em geral a regido de ligacao ao antigénio,
ou regido variavel do anticorpo intacto. Exemplos de
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fragmentos de anticorpo incluem fragmentos Fab, Fab', F(ab');
e Fv: diacorpos; moléculas de anticorpo de cadeia simples e
anticorpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de

anticorpo.

O termo “anticorpo monoclonal”, tal como agqui utilizado,
refere-se a um anticorpo obtido de uma populacao de anticorpos
substancialmente homogéneos, i.e., 0s anticorpos individuais
que constituem a populacadao sao idénticos, excepto gquanto a
possiveis mutacgdes que ocorrem naturalmente gque possam estar
presentes em quantidades menores. Os anticorpos monoclonais
sdao altamente especificos, sendo dirigidos contra um unico
local antigénico. Além disso, ao contrdrio das preparacdes de
anticorpo convencionais (policlonais) gque tipicamente incluem
diferentes anticorpos dirigidos contra determinantes
diferentes (epitopos), cada anticorpo monoclonal € dirigido
contra um Unico determinante no antigénio. Além da sua
especificidade, os anticorpos monoclonais sao vantajosos na
medida em gque sao sintetizados pela cultura de hibridoma, nao
contaminados por outras imunoglobulinas. o) modificador
“monoclonal” indica que o anticorpo é obtido a partir de uma
populacdo de anticorpos substancialmente homogénea e nao deve
ser entendido gque ¢é necessario produzir o anticorpo por
qualguer método particular. Por exemplo, os anticorpos
monoclonais a ser utilizados de acordo com a presente invencao
podem ser produzidos pelo método do hibridoma primeiro
descrito por Kohler et al., Nature, 256:49 (1975), ou podem
ser produzidos por métodos de ADN recombinante (veja-se, e.g.
patente U.S. N° 4816567). Os "anticorpos monoclonais" também
podem ser isolados de bibliotecas de apresentacdo em fagos,
utilizando as técnicas descritas em Clackson et al., Nature,
352:624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597
(1991), por exemplo.

Os anticorpos monoclonais incluem aqui especificamente
anticorpos “quiméricos” (imunoglobulinas) em que uma porcado da
cadeia pesada e/ou leve €& 1idéntica a, ou homdloga as
sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma
espécie particular, ou que pertence a uma classe ou subclasse
de anticorpo particular, enquanto que o restante da(s) cadeia
¢ 1idéntico a, ou hombélogo a sequéncias correspondentes em
anticorpos derivados de outras espécies, ou que pertencem a



EP 0 896 586 /PT
12

outra classe ou subclasse de anticorpo, bem como fragmentos
desses anticorpos, desde qgue exibam a actividade biolégica
desejada (Patente N° 4816567: Morrison et al., Proc. Natl.
Acad Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).

As formas “humanizadas” de anticorpos nao humanos (e.g.
murideo) sao imunoglobulinas quiméricas, cadeias de
imunoglobulina ou seus fragmentos (tais como Fv, Fab, Fab',
F(ab'), ou outras subsequéncias de anticorpos de 1ligacgao ao
antigénio) gque contém a sequéncia minima derivada da
imunoglobulina nao humana. Na sua maioria, o8 anticorpos
humanizados sao imunoglobulinas humanas (anticorpos
receptores) em qgue residuos de uma regido determinante de
complementaridade (CDR) do receptor sao substituidos por
residuos de uma CDR de uma espécie nao humana (anticorpo
dador), tal como um ratinho, rato ou coelho, com a
especificidade, afinidade e capacidade desejadas. Nalguns
casos, o0s residuos da regidao esqueleto (FR) da imunoglobulina
humana sao substituidos por residuos nao humanos
correspondentes. Além disso, o0s anticorpos humanizados podem
compreender residuos gue nado sao encontrados nem no anticorpo
receptor, nem nas sequéncias CDR ou sequéncias esqueleto
importadas. Estas modificacgdes sdo feitas para refinar e
optimizar a performance do anticorpo. Em geral, o anticorpo
humanizado compreenderd substancialmente todo, de pelo menos
um, e tipicamente dois dominios varidveis, em gque todas, ou
substancialmente todas as regides CDR correspondem as de uma
imunoglobulina ndo humana e todas ou substancialmente todas as
regides FR sdao as de uma sequéncia de imunoglobulina humana. O
anticorpo humanizado também ird compreender, de forma optima,
pelo menos uma porcgao de uma regiao constante de
imunoglobulina (Fc), tipicamente a de uma imunoglobulina
humana. Para mais detalhes, veja-se Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-329
(1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992). O
anticorpo humanizado inclui um anticorpo PRIMATIZED™ em que a
regiao de ligacgao ao antigénio do anticorpo € derivada de um
anticorpo produzido por imunizacdo de macacos Macaca com O
antigénio de interesse.

Os fragmentos de anticorpo “Fv de cadeia simples” ou
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SFv” compreendem os dominios Vg e Vy de anticorpo, em que
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estes dominios estdao presentes numa Unica cadeia de
polipéptido. Em geral, o polipéptido Fv compreende também um
ligante de polipéptido entre os dominios Vg e Vi, 0o qgue
permite que o sFv forme a estrutura desejada para ligacao ao
antigénio. Para uma revisao sobre sFv, veja-se Pluckthun in
The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg
e Moore eds., Springer-Verlag, Nova Iorque, pp. 269-315
(1994) .

O termo “diacorpos” refere-se a fragmentos de anticorpo
pequenos com dois locais de ligacdo ao antigénio, que
compreendem um dominio varidvel de cadeia pesada (Vy) ligado a
um dominio varidvel de cadeia leve (Vi) na mesma cadeia de
polipéptido (Vyg-Vy). Utilizando um ligante que € demasiado
curto para permitir o emparelhamento entre os dois dominios na
mesma cadeia, os dominios s&do forgcados a emparelhar com o0s
dominios complementares de outra cadeia e criar dois locais de
ligacao ao antigénio. Os diacorpos estdao descritos em mais
detalhe, por exemplo, na EP 404097; WO 93/11161; e Hollinger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1983).

Um anticorpo “isolado” ¢é um que foi didentificado e
separado e/ou recuperado a partir de um componente do seu meio
ambiente natural. 0Os componentes contaminantes do seu meio
ambiente natural sdo materiais que iriam interferir com as
utilizacgdes de diagndéstico ou terapéuticas do anticorpo e
podem incluir enzimas, hormonas e outros solutos proteicos ou
ndo proteicos. Em concretizacbes preferidas, o anticorpo sera

purificado (1) para mais do que 95% em peso de anticorpo, tal

como determinado pelo método de Lowry e muito
preferencialmente mais do gque 99% em peso, (2) a um grau

suficiente para se obterem pelo menos 15 residuos do
terminal N ou internos da sequéncia de aminodcidos, utilizando
um sequenciador de copo giratdério, ou (3) até a homogeneidade,
por SDS-PAGE, sob condig¢des redutoras ou nao redutoras,
utilizando coloracdo com azul de Coomassie ou, de preferéncia,
com prata. O anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ
dentro de células recombinantes, uma vez que pelo menos um
componente do meio ambiente natural do anticorpo nédo estaré
presente. Normalmente, no entanto, o anticorpo isoclado sera
preparado por pelo menos um passo de purificacao.
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Tal como aqui utilizado, o termo “epitopo de ligacao ao
receptor de salvamento” refere-se a um epitopo da regidao Fc de
uma molécula IgG (e.g., I1g9G:, IgG,, IgGz, ou IgGy) que &
responsavel pelo aumento da semivida da molécula IgG no soro,

in vivo.

“Tratamento” refere-se quer a tratamento terapéutico,
quer a medidas profilaticas ou preventivas. Aqueles
necessitados de tratamento incluem os que ja& tém o disturbio,
bem como aqueles em que se pretende prevenir o disturbio.

“Mamifero” para fins de tratamento refere-se a qualquer
animal classificado como mamifero, incluindo humanos, animais
domésticos e de quinta e animais de zoo, desporto ou de
estimacao, tais como céaes, cavalos, gatos, vacas, etc. De
preferéncia, o mamifero é humano.

Um “distarbio” é qualquer condicdo que 1ird beneficiar do
tratamento com o anticorpo anti-ErbB3. Isto inclui disturbios
ou doencgas créonicos e agudos, incluindo as condigdes
patoldgicas que predispdem o mamifero para o disturbio em
questdo. Em geral, o distUirbio sera agquele em gue ocorre
activacadao excessiva do complexo de proteina ErbB2-ErbB3 pela
heregulina. Exemplos nao limitativos de disturbios a ser
tratados aqui incluem tumores benignos e malignos; leucemias e
malignidades linfdides: disturbios neuronais, gliais,
astrociticos, hipotaldmicos e outros disturbios glandulares,
macrofagicos, epiteliais, estromais e blastocélicos: e
disturbios inflamatdérios, angiogénicos e imunoldgicos.

Os termos "cancro" e "canceroso" referem-se a, ou
descrevem a condicado fisioldégica em mamiferos que se
caracteriza tipicamente por um crescimento celular
desregulado. Exemplos de cancro incluem, mas nao se limitam a,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e leucemia. Exemplos
mais particulares destes cancros incluem, cancro de células
egcamosas, cancro de pulmdao de células pequenas, cancro de
pulmédo de células nao pequenas, cancro gastrointestinal,
cancro pancreatico, glioblastoma, cancro cervical, cancro dos
ovarios, cancro do figado, cancro da bexiga, hepatoma, cancro
da mama, cancro do cdlon, cancro colorrectal, carcinoma
endometrial, carcinoma das glandulas salivares, cancro do rim,
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cancro renal, cancro da prdéstata, cancro vulvar, cancro da
tirdide, carcinoma hepatico e varios tipos de cancro da cabeca
e pescogo.

O termo "agente <citotdéxico" tal como aqui utilizado,
refere-se a uma substdncia que inibe ou previne a funcdo das
células e/ou causa destruicdo das células. O termo inclui
isdtopos radioactivos (e.q. I, Y e Re), agentes
gquimioterapéuticos e toxinas, tais como toxinas
enzimaticamente activas de origem Dbacteriana, fungica, de
plantas ou animais, ou seus fragmentos.

Um "agente guimioterapéutico" é um composto quimico util

no tratamento do cancro. Exemplos de agentes
quimioterapéuticos incluem adriamicina, doxorrubicina,
5-fluorouracilo, citosina arabindsido ("Ara-C_c"),
ciclofosfamida, tiotepa, bussulfano, citoxina, Taxol,
metotrexato, c¢isplatina, melfalan, vinblastina, Dbleomicina,
etoposido, ifosfamida, mitomicina C, mitoxantrona,
vincristina, vinorelbina, carboplatina, teniposido,
daunomicina, carminomicina, aminopterina, dactinomicina,

mitomicinas, esperamicinas (veja-se Patente US No. 4675187),
melfalan e outras mostardas de azoto relacionadas.

0O termo "citdéquina" é um termo genérico para proteinas
libertadas por uma populacao de células que actuam noutra
célula como mediadores celulares. Exemplos destas citdguinas
incluem linfégquinas, mondquinas e hormonas polipeptidicas
tradicionais. Inclui-se nas citéguinas a hormona de
crescimento, tal como hormona de crescimento humana, hormona
de crescimento humana de N-metionilo e hormona de crescimento
bovina; hormona paratirdide; tiroxina; insulina; prdé-insulina;
relaxina; prdé-relaxina; hormonas glicoproteicas, tais como a
hormona estimuladora de foliculo (FSH), hormona estimuladora
da tirdide (TSH), e hormona luteinizante (LH); factor de
crescimento hepatico; factor de crescimento de fibroblastos;
prolactina; lactogénio da placenta; factor de necrose de
tumor-o e P; substédncia inibidora de mulleriano; péptido
associado a gonadotrofina de ratinho; inibina; activina;
factor de crescimento endotelial vascular; integrina;
trombopoietina (TPO); factores de crescimento nervoso tais
como NGF-f; factor de crescimento de plaquetas; factores de
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crescimento transformantes (TGF), tais como TGF-a e TGF-[B;
factor de crescimento tipo insulina-I e II; eritropoietina
(EPO) ; factores osteoinductores; interferodes, tais como

interferdo-a, -B, e -Y; factores estimuladores de coldnias
(CSF), tais como CSF de macrdéfagos (M-CSF) ; CSF de
granulécito-macréfago (GM-CSF); e CSF de granuldécito (G-CSF);
interleucinas (IL), tais como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL.-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; um factor de necrose de
tumor, tal como TNF - ou TNEF-(3; e outros factores
polipeptidicos incluindo LIF e ligando kit (KL). Tal como aqui
utilizado, o termo citéguina inclui proteinas de fontes
naturais ou de cultura de células recombinante e equivalentes

biologicamente activos das citégquinas de sequéncia nativa.

0O termo "prodroga" tal como wutilizado neste pedido,
refere-se a uma forma precursora ou derivada de uma substéncia
farmaceuticamente activa que € menos citotdxica para as
células de tumor em comparagcao com a droga mae e €& capaz de
ser enzimaticamente activada ou convertida na forma mée mais
activa. Veja-se, e.qg., Wilman, "Prodrugs in Cancer
Chemotherapy", Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-
382, 615th. Meeting Belfast (1986) e Stella et al., "Prodrugs:
A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug
Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press
(1985) . As prodrogas da presente invencado incluem, mas nao se
limitam a, prodrogas contendo fosfato, prodrogas contendo
tiofosfato, prodrogas contendo sulfato, prodrogas contendo
péptido, prodrogas modificadas de D-aminocdcidos, prodrogas
glicosiladas, prodrogas contendo B-lactama, prodrogas contendo
fenoxiacetamida opcionalmente substituida ou prodrogas
contendo fenilacetamida opcionalmente substituida,
5-fluorocitosina e outras prodrogas de b5-fluorouridina que
podem ser convertidas na forma de droga livre citotédxica, mais
activa. Exemplos de drogas citotdxicas que podem ser
derivatizadas forma de prodroga para utilizacdo na presente
invencao incluem, mas nao se limitam aos agentes

gquimioterapéuticos descritos acima.

A palavra *“marcador” quando aqui utilizada, refere-se a
um composto ou composicdo detectdavel que € conjugado directa
ou indirectamente com o anticorpo. O marcador pode ser ele
préprio detectdvel (e.g., marcadores de radioisdtopos ou
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fluorescentes) ou, no caso de um marcador enzimdtico, pode
catalisar a alteracdo quimica de um composto ou composicao
substrato que é detectéavel.

O termo “fase sdélida” significa uma matriz ndo aquosa a
qual o anticorpo da presente invencdo pode aderir. Exemplos de
fases sélidas aqui abrangidas incluem as formadas parcial ou
inteiramente de wvidro (e.g., vidro de ©poro controlado),
polissacéaridos (e.g., agarose), poliacrilamidas, poliestireno,
poli(dlcool wvinilico) e silicones. Em certas concretizacgdes,
dependendo do contexto, a fase sdlida pode compreender O POGCO
de uma placa de teste; noutras €& uma coluna de purificacao
(e.g., uma coluna de cromatografia de afinidade). Este termo
também inclui wuma fase sdélida descontinua de particulas
discretas, tais como as descritas na patente US No. 4275149.

Um “lipossoma” é uma vesicula pequena composta por varios
tipos de lipidos, fosfolipidos e/ou tensiocactivos que € util
para fornecer uma droga (tal como os anticorpos anti-ErbB3
aqui descritos e, opcionalmente, um agente quimioterapéutico)
a um mamifero. Os componentes do lipossoma sao normalmente
organizados numa formacéao em bicamada, semelhante a
organizacéado de lipidos das membranas bioldgicas.

Uma molécula de &acido nucleico *“isolada” é uma molécula
de &cido nucleico que € identificada e separada de pelo menos
uma molécula de 4&acido nucleico contaminante com a qual esta
normalmente associada na fonte natural do &acido nucleico do
anticorpo ¢é outra diferente da forma ou arranjo em dque é
encontrada na natureza. As moléculas de 4&cido nucleico
isoladas distinguem-se assim da molécula de 4&cido nucleico
como existe nas células naturais. No entanto, uma molécula de
dcido nucleico isolada inclui uma molécula de &cido nucleico
contida em células que normalmente expressam © anticorpo, em
que, por exemplo, a molécula de 4&cido nucleico estd numa
localizacdo cromossédmica diferente da de células naturais.

O termo “sequéncias de controlo” refere-se a sequéncias
de ADN necessdrias para a expressdao de uma sequéncia
codificante ligada de forma operacional, num organismo
hospedeiro particular. As sequéncias de controlo gue sao
adequadas para procariotas, por exemplo, incluem um promotor,

opcionalmente uma sequéncia de operador e um local de ligacéao
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ao ribossoma. E conhecido que as células eucariotas utilizam
promotores, sinais de poliadenilacdo e potenciadores.

Um &acido nucleico esta “ligado de forma operacional”
quando €& colocado numa relacao funcional com outra sequéncia
de &4cido nucleico. Por exemplo, o ADN para uma pré-sequéncia
ou lider secretor estd ligado de forma operacional ao ADN para
um polipéptido se €& expresso como uma pré-proteina que
participa na secrecdo do polipéptido; um  promotor  ou
potenciador estd ligado de forma operacional a uma sequéncia
codificante se afecta a transcricdo da sequéncia; ou um local
de ligacdo ao ribossoma estd ligado de forma operacional a uma
sequéncia codificante se estd posicionado de modo a facilitar
a traducao. Em geral, “ligado de forma operacional” significa
que as sequéncias de ADN a ser ligadas sao contiguas e, no
caso de um lider secretor, contiguas e em fase de leitura. No
entanto, os potenciadores nado tém que ser contiguos. A ligacéo
é realizada por ligacdo em locais de restrigdo convenientes.
Se estes locais nao existem, utilizam-se adaptadores ou
ligantes de oligonucledétidos sintéticos, de acordo com a
prdtica convencional.

Tal como aqui utilizadas, as expressdes *“célula”, “linha
celular” e “cultura de células” sao utilizadas de forma
permutavel e todas estas designacdes incluem a progénie.
Assim, as palavras “transformantes” e “células transformadas”
incluem a célula objecto principal e culturas derivadas desta,
independentemente do numero de transferéncias. Também deve
entender—-se que toda a progénie pode nao ser exactamente
idéntica em termos de conteudo de ADN, devido a mutacgdes
deliberadas ou inadvertidas. Inclui-se a progénie mutante que
tem a mesma funcdo ou actividade bioldgica, tal como
pesquisado na célula originalmente transformada. Quando se
pretendem utilizar designacdes distintas, 1isso serd claro a
partir do contexto.

II. Modos de realizar a invengéo

A. Preparacgédo de anticorpo

Segue—-se uma descricdo de exemplos de técnicas para a
producgao dos anticorpos reivindicados.
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(i) Anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais sdo geralmente produzidos em
animais por 1njeccgdes subcutdneas (sc) ou intraperitoneais
(ip) multiplas do antigénio relevante e um adjuvante. Podera
ser Util conjugar o anticorpo relevante a uma proteina que é
imunogénica na espécie a ser imunizada, e.g. hemocianina de
lapa buraco de fechadura, albumina do soro, tiroglobulina de
bovino ou inibidor de tripsina de soja, utilizando um agente

bifuncional ou de derivatizacao, por exemplo, éster de

maleimidobenzoilsulfosuccinimida (conjugacao através de
residuos de <cisteina), N-hidroxissuccinimida (através de
residuos de lisina), gluteraldeido, anidrido succinico, SOCl,,

ou R'N=C=NR, em que R e R' sdo grupos alquilo diferentes.

Os animais sdo imunizados contra o antigénio, conjugados
imunogénicos ou derivados, combinando, e.g. 100 pg ou 5 ug da
proteina ou conjugado (para coelhos ou ratinhos,
respectivamente) com 3 volumes de adjuvante completo de Freund
e injectando a solucgdo intradermicamente em multiplos locais.
Um més mais tarde, os animais levam um reforgo com 1/5 a 1/10
da quantidade original de péptido ou conjugado, em adjuvante
completo de Freund, por injeccdo subcutdnea em multiplos
locais. Sete a 14 dias mais tarde, os animais sao sangrados e
0 soro é testado quanto ao titulo de anticorpo. Os animais
levam um reforco até o titulo atingir um patamar. De
preferéncia, o animal leva um reforco com o conjugado do mesmo
antigénio, mas conjugado com uma proteina diferente e/ou
através de um reagente de reticulacdo diferente. Os conjugados
também podem ser produzidos em cultura de células
recombinante, como fusdes de proteinas. Além disso, 0s agentes
de agregacao, tais como alumen, sdo utilizados adequadamente

para potenciar a resposta imunitéria.
(ii) Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo obtidos a partir de uma
populacdo de anticorpos substancialmente homogénea, i.e. 0S8
anticorpos individuais que constituem a populacao sao
idénticos, excepto gquanto a possiveis mutacgdes que ocorrem
naturalmente que ©poderdo estar presentes em quantidades
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menores. Assim, o modificador “monoclonal” indica que o
anticorpo nao € uma mistura de anticorpos discretos.

Por exemplo, 0Ss anticorpos monoclonais podem ser
produzidos utilizando o método do hibridoma primeiro descrito
por Kohler e Milstein, Nature, 256: 495 (1975), ou podem ser
produzidos por métodos de ADN recombinantes (patente US N°
4816567) .

No método do hibridoma um ratinho ou outro animal
hospedeiro adequado, tal como um hamster, ¢é imunizado como
aqui descrito acima para produzir linfdécitos que produzem, ou
sdao capazes de produzir anticorpos que se irdao ligar
especificamente a proteina utilizada para imunizacéao.
Alternativamente, os linfdécitos podem ser imunizados in vitro.
Os 1linfdécitos sao entdo fundidos com células de mieloma
utilizando um agente de fusao adequado, tal como
polietilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.
59-103 [Academic Press, (1986)]).

As células de hibridoma assim preparadas sao semeadas e
crescidas num meio de cultura adequado que contém
preferencialmente uma ou mais substédncias gque inibem o
crescimento ou sobrevivéncia das células de mieloma méde nao
fundidas. Por exemplo, se as células de mieloma mae nao
possuem a enzima hipoxantina guanina fosforribosil-transferase
(HGPRT ou HPRT), o meio de cultura para os hibridomas incluira
tipicamente hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT)
substéncias que impedem o crescimento de células deficientes
em HGPRT.

As células de mieloma preferidas sao as que se fundem de
forma eficaz, suportam uma produgado de anticorpo de nivel
elevado, estavel, pelas células gque produzem anticorpo
seleccionadas e sao sensivels a um meio, tal como o meio HAT.
De entre estas, as linhas celulares de mieloma preferidas séo
linhas celulares de mieloma de murideo, tais como as derivadas
de tumores de ratinho MOPC-21 e MPC-11, disponiveis do Salk
Institute Cell Distribution Center, San Diego, Califérnia EUA
e células SP-2 ou X63-Ag-8-653 disponiveis da American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, EUA. Também foram
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descritas linhas celulares de mieloma humano e de
heteromieloma ratinho-humano para a producgdo de anticorpos
monoclonais humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Technigques and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker. Inc., Nova Iorqgue,
1987)) .

O meio de cultura em que as células de hibridoma crescem
¢ testado gquanto a producdo de anticorpos monoclonais
dirigidos contra o antigénio. De preferéncia, a especificidade
de ligacdo de anticorpos monoclonais produzidos pelas células
de hibridoma é determinada por imunoprecipitac¢do, ou por um
teste de ligacdo in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou
ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA).

A afinidade de ligacdo do anticorpo monoclonal pode, por
exemplo, ser determinada pela andlise de Scatchard de Munson
et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Apdés se identificarem as células de hibridoma que
produzem anticorpos com a especificidade, afinidade e/ou
actividade desejadas, os clones podem ser subclonados por
procedimentos de diluicdo limitante e crescidos por métodos
convencionais (Goding, Monoclonal Antibodies:Principles and
Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)). Os meios de
cultura adequados para este fim incluem, por exemplo, © meio
D-MEM ou RPMI-1640. Adicionalmente, as células de hibridoma
podem ser crescidas in vivo como tumores asciticos, num

animal.

Os anticorpos monoclonais segregados pelos subclones
podem ser separados adequadamente do meio de cultura, fluido
de ascites, ou soro, por procedimentos convencionais de
purificacao de imunoglobulina tais como, por exemplo,
proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatite,
electroforese em gel, didlise ou cromatografia de afinidade.

O ADN que codifica para os anticorpos monoclonais ¢é
facilmente isolado e sequenciado, wutilizando procedimentos
convencionais (e.g., utilizando sondas de oligonucledétido gque
sdo capazes de se ligar especificamente a genes que codificam
para as cadeias pesada e leve de anticorpos de murideo). As
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células de hibridoma servem como uma fonte preferida deste
ADN. Uma vez isolado, o ADN pode ser colocado em vectores de
expressao, que sao entao transfectados para células
hospedeiras, tais como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovario de hamster chinés (CHO) ou células de
mieloma que nao produzem de outro modo proteina
imunoglobulina, para se obter a sintese de anticorpos
monoclonais nas células hospedeiras recombinantes. Artigos de
revisdao sobre a expressao recombinante em bactérias de ADN que
codifica para o anticorpo incluem Skerra et al., Curr. Opinion
in Immunol., 5: 256-262 (1993) e Plickthun, Immunol. Revs.,
130: 151-188 (1992).

Os anticorpos ou fragmentos de anticorpo podem ser
isolados de bibliotecas de fagos de anticorpos produzidas
utilizando as técnicas descritas em McCafferty et al., Nature,
348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628
(1991) e Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)
descrevem o 1isolamento de anticorpos de murideo e humanos,
respectivamente, utilizando bibliotecas de fagos. Publicagdes
subsequentes descrevem a producao de anticorpos humanos de
afinidade elevada (gama nM) por mistura de cadeias (Marks et
al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), bem como a infeccéo
combinatéria e recombinacdao in vivo como uma estratégia par a
construcdo de bibliotecas de fagos muito grandes (Waterhouse
et al., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)). Assim, estas
técnicas sao alternativos vidveis as técnicas de hibridoma de
anticorpos monoclonais, tradicionais, para o isolamento de

anticorpos monoclonais.

O ADN também pode ser modificado, por exemplo,
substituindo a sequéncia codificante para o0s dominios
constantes de cadeia pesada e leve no lugar das sequéncias de
murideo homdélogas (patente US N° 4816567; Morrison, et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci., 81: 6851 [1984]) ou ligando de forma
covalente a sequéncia codificante de imunoglobulina toda ou
parte da sequéncia codificante para um polipéptido que néao

imunoglobulina.

Tipicamente, os dominios constantes de um anticorpo séo
substituidos por estes polipéptidos gue ndo imunoglobulina, ou
os dominios varidveis de um local de combinagdo com ©
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antigénio de um anticorpo sdo substituidos por eles, para
criar um anticorpo bivalente gquimérico compreendendo um local
de combinacdao com o antigénio que tem especificidade para um
antigénio e outro local de combinacdo com o antigénio que tem
especificidade para um antigénio diferente.

(iii) Anticorpos humanizados e humanos

Os métodos para humanizar anticorpos nao humanos sao bem
conhecidos na arte. Em geral, um anticorpo humanizado tem um
ou mais residuos de aminodcido introduzidos nele de uma fonte
que € ndo humana. Estes residuos de aminodcido ndo humanos séao
muitas vezes designados por residuos de “importacgao”, que sao
tipicamente retirados de um dominio varidvel de “importacao”.
A humanizacado pode ser essencialmente realizada de acordo com
o método de Winter e colaboradores [Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327
(1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)],
substituindo as sequéncias correspondentes de um anticorpo
humano pelas CDR ou sequéncias de CDR de roedores. Deste modo,
estes anticorpos “humanizados” sao anticorpos quiméricos
(Patente US N°. 4816567), em que substancialmente menos do que
um dominio varidvel Thumano intacto foi substituido pela
sequéncia correspondente de uma espécie nao humana. Na
pratica, os anticorpos humanizados sdo tipicamente anticorpos
humanos em que alguns residuos de CDR e possivelmente alguns
residuos de FR sao substituidos por residuos de 1locais
andlogos em anticorpos de roedores.

A escolha de dominios varidveis humanos, quer leves, quer
pesados, a ser utilizados na producao de anticorpos
humanizados ¢ muito importante para reduzir a antigenicidade.
De acordo com o designado método do “melhor ajuste”, a
sequéncia do dominio varidvel de um anticorpo de roedor é
pesquisada contra toda a biblioteca de sequéncias de dominio
varidvel humanas, conhecidas. A sequéncia humana que ¢é mais
proxima da do roedor € aceite como sequéncia esqueleto (FR)
humana para o anticorpo humanizado (Sims et al., J. Immunol.,
151: 2296 [1993]; Chothia e Lesk, J. Mol. Biol., 196: 901
[1987]). Outro método utiliza uma segquéncia esqueleto
particular derivada da sequéncia de consenso de todos o0s
anticorpos humanos de um subgrupo particular de cadeias leves
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e pesadas. A mesma sequéncia esqueleto pode ser utilizada para
varios anticorpos humanizados diferentes (Carter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, §89: 4285 [1992]; Presta et al., J.
Immnol., 151: 2623 [1993]).

Também ¢ importante que o8 anticorpos sejam humanizados
com retencado de afinidade elevada para o antigénio e outras
propriedades bioldégicas favoraveis. Para alcancgar este
objectivo, de acordo com um método preferido, os anticorpos
humanizados s&do preparados por um processo de andlise das
sequéncias mde e varios produtos humanizados conceptuais,
utilizando modelos tridimensionais das sequéncias mae e
humanizadas. Os modelos de imunoglobulina tridimensionais
provaveis estdo disponiveis usualmente e sdo familiares para
0s peritos na arte. Estao disponiveis programas de computador
que ilustram e apresentam estruturas conformacionais
tridimensionais provaveis de sequéncias de imunoglobulina
candidatas, seleccionadas. A inspeccao destas apresentacgdes
permite a andlise do ©papel ©provavel dos residuos no
funcionamento da sequéncia de imunoglcobulina candidata, i.e. a
andlise dos residuos que influenciam a capacidade da
imunoglobulina candidata se ligar ao seu antigénio. Deste
modo, o0s residuos de FR podem ser seleccionados e combinados a
partir das sequéncias de consenso e de importacao, de modo a
se obter a caracteristica do anticorpo desejada, tal como
maior afinidade para o(s) antigénio alvo. Em geral, o0s
residuos de CDR estdo directa e muito substancialmente

envolvidos em influenciar a ligacadao ao antigénio.

Alternativamente, € agora possivel produzir animais
transgénicos (e.g. ratinhos) que sao capazes, por imunizacéo,
de produzir um repertdrio completo de anticorpos humanos na
auséncia de producao de imunoglobulinas enddgenas. Por
exemplo, foil descrito que a eliminacdo homozigdtica do gene da
regido de 1ligacdo de cadeia pesada (Jy) do anticorpo em
ratinhos quiméricos e ratinhos mutantes da linha germinativa
resulta na inibicdo completa da producdao de anticorpos
enddgenos. A transferéncia da série do gene de imunoglobulina
da linha germinativa humana neste ratinho mutante da linha
germinativa ird resultar na producdo de anticorpos humanos,
aquando do desafio com o antigénio. Veja-se, e.g., Jakobovits
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993);
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Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et
al., Year 1in Immuno., 7: 33 (1993). O0s anticorpos humanos
também podem ser derivados a partir de Dbibliotecas de
apresentacao em fagos (Hoogenboom et al. J. Mol Biol., 227:381
(1991); Marks et al., J. Mol Biol., 222:581-597(1991)).

(iv) Fragmentos de anticorpo
Foram desenvolvidas varias técnicas para a producao de

fragmentos de anticorpo. Tradicionalmente, estes fragmentos
foram derivados por digestdao proteolitica de anticorpos

intactos (veja-se, e.qg., Morimoto et al., Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992) e
Brennan et al., Science. 229:81 (1985)). No entanto, estes

fragmentos podem agora ser produzidos directamente pelas
células hospedeiras recombinantes. Por exemplo, os fragmentos
de anticorpo podem ser isolados a partir de bibliotecas de
fago de anticorpos discutidas acima. Alternativamente, os
fragmentos Fab’-SH podem ser directamente recuperados de
E. coli e acoplados guimicamente para formar fragmentos
F(ab’), (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De
acordo com outra abordagem, os fragmentos F(ab’), podem ser
isolados directamente a ©partir da cultura de células
hospedeiras recombinante. Outras técnicas para a producgao de
fragmentos de anticorpo serdo evidentes para o perito na arte.

(v) Anticorpos biespecificos

Os anticorpos Dbiespecificos sao anticorpos que tém
especificidades de 1ligacdo para pelo menos dois antigénios
diferentes. Exemplos de anticorpos biespecificos podem ligar-—
se a dois epitopos diferentes da proteina ErbB3. Outros
anticorpos deste tipo podem combinar um local de ligacao de
ErbB3 com um local(s) de ligacdo para EGFR, ErbB2 e/ou ErbB4.
Alternativamente, um braco anti-ErbB3 pode ser combinado com
um brago gque se liga a uma molécula desencadeadora num
leucécito, tal como uma molécula receptora de células T (e.qg.
CD2 ou CD3), ou receptores Fc para IgG (FcyR), tais como FcyRI
(CD64), FcyRII (CD32) e FcyRIII (CDl6) de modo a focar os
mecanismos de defesa celular na célula gue expressa ErbB3.
Também se podem utilizar anticorpos Dbiespecificos para
localizar agentes citotdxicos em células gque expressam ErbB3.
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Estes anticorpos possuem um braco de ligacdao a ErbB3 e um
braco que se liga ao agente citotéxico (e.g. saporina, anti-
interferédo-a, alcaldéide de wvinca, cadeia A de ricina,
metotrexato ou hapteno de isdtopo radioactivo). Os anticorpos
biespecificos podem ser preparados como anticorpos de
comprimento total ou fragmentos de anticorpo (e.g. anticorpos
biespecificos F(ab').).

Os métodos para produzir anticorpos biespecificos sao
conhecidos na arte. A producgdao tradicional de anticorpos
biespecificos de tamanho total baseia-se na co-expressao de
dois pares de cadeia pesada/cadeia leve de imunoglobulina, em
que as duas cadeias tém especificidades diferentes (Milstein e
Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)). Devido ao sortido ao
acaso de cadeias pesadas e leves de imunoglobulina, estes
hibridomas (quadromas) produzem uma mistura potencial de
10 moléculas de anticorpo diferentes, das quais apenas uma tem
a estrutura biespecifica correcta. A purificacdao da molécula
correcta, que é normalmente realizada por Passos de
cromatografia de afinidade, é algo complicada e os rendimentos
de produto sao baixos. Estdo descritos processos semelhantes
no WO 93/08829, publicado em 13 de Maio de 1993 e em
Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

De acordo com uma abordagem diferente e mais preferida,
0os dominios varidveis de anticorpo com as especificidades de
ligacao desejadas (locais de combinacao de anticorpo-
antigénio) sao fundidos com sequéncias de dominio constante de
imunoglobulina. A fusdo ¢é de preferéncia com um dominio
constante de cadeia pesada de imunoglobulina, compreendendo
pelo menos parte das regides dobradica, CH2 e CH3. E preferido
que a primeira regido constante de cadeia pesada (CH1)
contendo o local necessdario para ligacdo a cadeia leve esteja
presente em pelo menos uma das fusdes. Os ADN que codificam
para as fusdes de cadeia pesada de imunoglobulina e, se
desejado, a cadeia leve de imunoglobulina, sao inseridos em
vectores de expressao separados e sao co-transfectados num
organismo hospedeiro adequado. 1Isto proporciona uma grande
flexibilidade no ajuste de proporgdes mutuas dos trés
fragmentos de polipéptido quando razdes desiguais das trés
cadeias de polipéptido utilizadas na construgao proporcionam
os rendimentos éptimos. E, no entanto, possivel inserir as
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sequéncias codificantes para dois ou todos 0s trés
polipéptidos num vector de expressao gquando a producdo de pelo
menos duas cadeias polipeptidicas em razdes iguais resulta em
rendimentos elevados, ou quando as razdes nao tém nenhum

significado particular.

Os anticorpos biespecificos podem ser compostos por uma
cadeia pesada de imunoglobulina hibrida com uma primeira
especificidade de ligacao num braco e um par de cadeia leve-
cadeia pesada de 1imunoglobulina hibrida (proporcionando uma
segunda especificidade de ligacdo) no outro braco. Verificou-
se que esta estrutura assimétrica facilita a separacao do
composto biespecifico desejado das combinagdes de cadeia de
imunoglobulina indesejadas, dado que a presenca de uma cadeia
leve de imunoglobulina em apenas metade da molécula
biespecifica proporciona um modo fdacil de separagdo. FEsta
abordagem estd descrita em WO 94/04690. Para mais detalhes
sobre a producdo de anticorpos biespecificos veja-se, por
exemplo, Suresh et al. Methods in Enzymology, 121: 210 (1986).

De acordo com outra abordagem, a interface entre um par
de moléculas de anticorpo pode ser manipulada para maximizar a
percentagem de heterodimeros que sdo recuperados da cultura de
células recombinante. A interface preferida compreende pelo
menos uma parte do dominio Cy3 de um dominio constante de
anticorpo. Neste método, uma ou mais cadeias laterais de
aminodcido pequenas da interface da primeira molécula de
anticorpo sao substituidas por cadeias laterais maiores (e.g.
tirosina ou triptofano). Sao criadas “cavidades”
compensatérias de tamanho 1idéntico ou semelhante ao da(s)
cadeia lateral grande na interface da segunda molécula de
anticorpo, substituindo cadeias laterais de aminodcido grandes
por outras mais pequenas (e.g. alanina ou treonina). Isto
proporciona um mecanismo para aumentar o rendimento do
heterodimero em relacdo a outros produtos finais indesejados,
tais como homodimeros.

Os anticorpos biespecificos incluem anticorpos
reticulados ou “heteroconjugados”. Por exemplo, um dos
anticorpos no heteroconjugado pode ser acoplado a avidina, o
outro a Dbiotina. Foi proposto, por exemplo, que estes
anticorpos dirigem células do sistema imunitdrio para células
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indesejadas (Patente US N° 4676980) e para o tratamento da
infecgdo por HIV (WO 91/00360, WO 92/200373 e EP 03089). OS
anticorpos heteroconjugados podem ser produzidos utilizando
quaisquer métodos de reticulacao convenientes. 0s agentes de
reticulacao adequados sao bem conhecidos na arte e estéao
descritos na patente US No 4676980, Jjuntamente com vAarias
técnicas de reticulacgao.

Também foram descritas na literatura técnicas para
produzir anticorpos Dbiespecificos a partir de fragmentos de
anticorpo. Por exemplo, podem-se preparar anticorpos
biespecificos wutilizando ligac¢dao gquimica. Brennan et al.,
Science 229:81 (1985) descrevem um procedimento em que
anticorpos intactos sdao clivados proteoliticamente para
produzir fragmentos F(ab'),. Estes fragmentos sao reduzidos na
presenca do agente complexante de ditiol, arsenito de sdédio,
para estabilizar ditidis vizinhos e prevenir a formagao de
ligagdes dissulfureto intermoleculares. Os fragmentos Fab’
produzidos sd&o entdo convertidos em derivados tionitrobenzoato
(INB) . Um dos derivados Fab’-TNB é entdo reconvertido no Fab’-
tiol por redugdo com mercaptoetilamina e é misturado com uma
quantidade equimolar do outro derivado Fab’-TNB, para formar o
anticorpo biespecifico. Os anticorpos biespecificos produzidos
podem ser utilizados como agentes para a 1imobilizacéao
selectiva de enzimas.

Progressos recentes facilitaram a recuperacadao directa de
fragmentos Fab’-SH de E. coli qgue podem ser dJgquimicamente
acoplados para formar anticorpos biespecificos. Shalaby et
al., J. Exp. Med. 175:217-225 (1992) descrevem a producao de
uma molécula de anticorpo biespecifico F(ab'), totalmente
humanizada. Cada fragmento Fab’ foi segregado separadamente a
partir de E. coli e submetido a acoplamento quimico directo
in vitro, para formar o anticorpo biespecifico. O anticorpo
biespecifico assim formado era capaz de se ligar a células que
sobre-expressam o receptor Her2 e a células T humanas normais,
bem como desencadear a actividade 1litica de 1linfdcitos

citotdxicos humanos contra alvos de tumor da mama humano.

Também foram descritas varias técnicas para produzir e
isolar fragmentos de anticorpo biespecificos, directamente a
partir da cultura de células recombinante. Por exemplo, foram
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produzidos anticorpos Dbiespecificos utilizando fechos de
leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992).
Os péptidos fecho de leucina das proteinas Fos e Jun foram
ligados as porcdes Fab’ de dois anticorpos diferentes, por
fusdo de genes. 0Os homodimeros de anticorpo foram reduzidos na
regido dobradica para formar mondmeros e em seguida foram re-
oxidados para formar os heterodimeros de anticorpo. Este
método também pode ser utilizado para a producao de
homodimeros de anticorpo. A tecnologia de “diacorpos” descrita
por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448
(1993) proporcionou um mecanismo alternativo para produzir
fragmentos de anticorpo biespecificos. Os fragmentos
compreendem um dominio varidvel de cadeia pesada (Vy) ligado a
um dominio varidvel de cadeia leve (Vi) por um ligante que &
demasiado curto para permitir o emparelhamento entre os dois
dominios na mesma cadeia. Assim, os dominios Vg e V; de um
fragmento sao forcados a emparelhar com os dominios Vy e Vg
complementares de outro fragmento, formando assim dois locais
de ligacdao ao antigénio. Também foi referida outra estratégia
para produzir fragmentos de anticorpo biespecificos utilizando
dimeros Fv de cadeia simples (sFv). Veja-se Gruber et al., J.
Immunol. 152:5368 (1994).

Sao contemplados anticorpos com mais de duas valéncias.
Por exemplo, podem-se preparar anticorpos triespecificos. Tutt
et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

(vi) Pesquisa de anticorpos com as propriedades desejadas

As técnicas para produzir anticorpos foram descritas
acima. Os anticorpos com as caracteristicas aqui descritas sao
seleccionados.

Para seleccionar anticorpos que reduzem a formacao do
complexo de proteina ErbB2-ErbB3 induzida por HRG, as células
gue expressam ambos o0s receptores (e.g. células Caov3) podem
ser pré-incubadas com tampdo (controlo) ou anticorpo, em
seguida tratadas com HRG ou tampdo de controlo. As células sao
entdo lisadas e os lisados brutos podem ser centrifugados para
remover © material insoluvel. O0Os sobrenadantes podem ser
incubados com um anticorpo especifico para ErbB2 ligado de
forma covalente a uma fase sélida. Apds  lavagem, 0s
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imunoprecipitados podem ser separados por SDS-PAGE. As
transferéncias de Western dos geles sao entdao sondadas com
anticorpo anti-ErbB3. Apds visualizacdo, as transferéncias
podem ser removidas e sondadas de novo com um anticorpo anti-
ErbB2. A densitometria de varrimento de reflectédncia do gel
pode ser feita de modo a gquantificar o efeito do anticorpo em
questdo na formagdo do complexo induzida por HRG. Os
anticorpos que reduzem a formacdao do complexo ErbB2-ErbB3 em
relacgao ao controlo (células nao tratadas) podem  ser
seleccionados. Veja-se o Exemplo a segquir.

Para seleccionar os anticorpos que reduzem a activacado de
ErbB2 induzida por HRG numa célula gue expressa O receptor
ErbB2 e ErbB3, as células podem ser pré-incubadas com tampao
(controlo) ou anticorpo, em seguida tratadas com HRG ou tampéao
de controlo. As células sao entao lisadas e os lisados brutos
podem ser centrifugados para remover material insoltvel. A
activacadao de ErbB2 pode ser determinada por transferéncia de
Western segquida de sondagem com um anticorpo anti-
fosfotirosina, como descrito no Exemplo a seguir. A activacéao
de ErbB2 pode ser quantificada por densitometria de varrimento
de reflecténcia do gel, por exemplo. Alternativamente, o teste
de activacdo do receptor de guinase descrito em WO 95/14930 e
Sadick et al., Analytical Biochemistry, 235:207-214 (19906)
pode ser utilizado para determinar a activacdo de ErbB2.

O efeito do anticorpo na ligacdo de HRG a ErbB3 pode ser
determinado incubando as células que expressam este receptor
(e.g. células 4E9H3 transfectadas para expressar ErbB3) com
HRG radiomarcado (e.g. o seu dominio do tipo EGF) na auséncia
(controlo) ou presenca do anticorpo anti-ErbB3, como descrito
no Exemplo a seguir, por exemplo. Os anticorpos que aumentam a
afinidade de 1ligacdao de HRG relativamente ao receptor ErbBR3
podem ser seleccionados para posterior desenvolvimento. Quando
o anticorpo de escolha € um que bloqueia a ligacdo de HRG a
ErbB3, os anticorpos que o fazem neste teste podem ser
identificados.

Para pesquisar anticorpos que se ligam ao epitopo no
ErbB3 ligado por um anticorpo de interesse (e.g. o0s que
blogqueiam a ligagao do anticorpo 3-8BS a ErbB3) pode fazer-se
um teste de bloqueio cruzado, de rotina, tal como o descrito
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em Antibodies. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory. Ed Harlow and David Lane (1998).

(vii) Manipulacdo da fungdo efectora

Poderd ser desejavel modificar o anticorpo da invencgdo em
relacdo a funcdo efectora, de modo a aumentar a eficdcia do
anticorpo no tratamento do cancro, por exemplo. Por exemplo,
o(s) residuo de cisteina pode ser introduzido na regidao Fc,
permitindo assim a formacao de ligacodes dissulfureto
intercadeia, nesta regido. O anticorpo homodimérico assim
produzido pode ter uma melhor capacidade de internalizacao
e/ou maior morte celular mediada por complemento e
citotoxicidade celular dependente do anticorpo (ADCC). Veja-se
Caron et al.. J Exp Med. 176:1191-1195 (1992) e Shopes, B. J.
Immunol. 148:2918-2922 (1992). Os anticorpos homodiméricos com
maior actividade antitumoral também podem ser preparados
utilizando agentes de reticulacado heterobifuncionais, como
descrito em Wolff et al. Cancer Research 53:2560-2565 (1993).
Alternativamente, um anticorpo pode ser manipulado de modo a
ter regides Fc duplas e pode assim ter lise do complemento e
capacidades de ADCC aumentadas. Veja-se, Stevenson et al.
Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 (1989).

(viii) Imunoconjugados

Também se incluem imunoconjugados compreendendo o)
anticorpo da invencdo conjugado com um agente citotdxico, tal
como um agente quimioterapéutico, toxina (por exemplo, uma
toxina enzimaticamente activa de origem bacteriana, fungica,
de planta, ou animal, ou seus fragmentos), ou um isdtopo
radicactivo (isto ¢, um radioconjugado).

Os agentes quimioterapéuticos uteis na producao destes
imunoconjugados foram descritos acima. As toxinas
enzimaticamente activas e seus fragmentos que podem ser
utilizados incluem a cadeia A de difteria, fragmentos activos
ndao ligantes da toxina de difteria, cadeia A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadeia A de ricina, cadeia A de
abrina, cadeia A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPII, and PAP-S), inibidor de
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Momordica charantia, curcina, crotina, inibidor de Sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina e 0s tricotecenos. Estdo disponiveis varios
radionuclidos para a producdao de anticorpos anti-ErbB3
radioconjugados. Exemplos incluem <“**Bi, 1, ! Vv, e

1%Re.

In,

Os conjugados do anticorpo e agente citotdxico séao
produzidos utilizando uma variedade de agentes de acoplamento
de proteina bifuncionais, tais como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionais de imidoésteres (tais como adipimidato de
dimetilo HCL), ésteres activos (tais como suberato de
disuccinimidilo), aldeidos (tais como glutaraldeido),
compostos bis-azido (tais como bis(p-azidobenzoil) -
hexanodiamina), derivados de bis-diazdénio (tais como bis-(p-
diazdénio-benzoil)etilenodiamina), diisocianatos (tais como
2,6-diisocianato de tolueno), e compostos de fluor bis-activos
(tais como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno). Por exemplo,
pode—-se preparar uma 1imunotoxina de ricina como descrito em
Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987) . O acido
l-isotiocianatobenzil-3-metildietilenotriaminapentacético (MX-
DTPA) marcado com carbono-14 €& um exemplo de agente quelante
para a conjugacao de radionucledétido com o anticorpo. Veja-se
WO094/11026.

O anticorpo pode ser conjugado com um “receptor” (tal
como estreptavidina) para utilizacao no pré-direccionamento
para um tumor, em que o conjugado anticorpo-receptor é
administrado ao paciente, seguido de remocdo do conjugado nao
ligado da circulagao, utilizando um agente de eliminacgdao e em
seguida administracdo de um “ligando” (e.g. avidina) que ¢é&

conjugado com um agente citotdxico (e.g., um radionuclido).

(ix) Imunolipossomas

Os anticorpos anti-ErbB3 aqui descritos também podem ser
formulados como imunolipossomas. Os lipossomas que contém o
anticorpo sao preparados por métodos conhecidos na arte, tal
como descrito em Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77:
4030 (1980); e Pat. US N°. 4 485 045 e 4 544 545. Os
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lipossomas com tempo de circulacao melhorado estdo descritos
na Patente US N°. 5013556.

Lipossomas particularmente Uteis podem ser produzidos
pelo método de evaporacgao de fase inversa com uma composicao
de 1lipidos que compreende fosfatidilcolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina derivatizada com PEG (PEG-PE) . Os
lipossomas sao extrudidos através de filtros com um tamanho de
poro definido, para se obterem lipossomas com o diédmetro
desejado. 0Os fragmentos Fab' do anticorpo da presente invencgao
podem ser conjugados com os lipossomas, como descrito em
Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) através de
uma reaccao de interpermuta de dissulfureto. Um agente
quimioterapéutico (tal como doxorrubicina) estd opcionalmente
contido no 1lipossoma. Veja-se Gabizon et al., J. National
Cancer Inst., 81(19): 1484 (1989).

(x) Terapia de prodroga mediada por enzima dependente de
anticorpo (ADEPT)

O anticorpo da presente invencado também pode ser
utilizado em ADEPT conjugando o anticorpo com uma enzima
activadora de prodroga que converte uma prodroga (e.g. um
agente quimioterapéutico de peptidilo, veja-se W081/01145)
numa droga anticancerosa activa. Veja-se, por exemplo,
W088/07378 e patente US N° 4975278.

O componente enzimdtico do imunoconjugado Util para ADEPT
inclui qualquer enzima capaz de actuar numa prodroga de um
modo tal que a converte na sua forma citotdxica, mais activa.

As enzimas que sao Uteis no método incluem, mas nao se
limitam a fosfatase alcalina util para converter prodrogas
contendo fosfato em drogas livres; arilsulfatase util para
converter prodrogas contendo sulfato em drogas livres;
citosina-desaminase util para converter 5-fluorocitosina nao
tdéxica na droga anticancerosa, b5-fluorouracilo; proteases,
tais como protease de Serratia, termolisina, subtilisina,
carboxipeptidase e catepsinas (tais como catepsina B e L), que
sdo Uteis para converter prodrogas contendo péptidos em drogas
livres; D-alanilcarboxipeptidases, Gteis para converter
prodrogas que contém substituintes de D-aminodcidos; enzimas
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que clivam hidratos de carbono, tais como p-galactosidase e
neuraminidase util para converter prodrogas glicosiladas em
drogas livres; B-lactamase util para converter drogas
derivatizadas com R-lactamas em drogas livres e
penicilina-amidases, tais como penicilina V-amidase ou
penicilina G-amidase, Util para converter drogas derivatizadas
nos azotos das suas aminas com grupos fenoxiacetilo ou
fenilacetilo, respectivamente, em drogas livres.
Alternativamente, os anticorpos com actividade enziméatica,
também conhecidos na arte como “abzimas”, podem ser utilizados
para converter as prodrogas em drogas activas livres (veja-se,
e.g., Massey. Nature 328: 457-458 (1987)). 0Os conjugados
anticorpo-abzima podem ser preparados como aqui descrito para
fornecer a abzima a uma populacdao de células de tumor.

As enzimas podem ser ligadas de forma covalente aos
anticorpos anti-ErbB3 por técnicas bem conhecidas na arte,
tais como a utilizacao dos reagentes de reticulacao
heterobifuncionais discutidos acima. Alternativamente, as
proteinas de fusdao que compreendem pelo menos a regido de
ligacao ao antigénio de um anticorpo da invencdo ligado a pelo
menos uma por¢ao funcionalmente activa de uma enzima podem ser
construidas utilizando técnicas de ADN recombinante bem
conhecidas na arte (veja-se e.g., Neuberger et al., Nature
312:604-608 (1984)).

(xi) Fusbes de anticorpo-epitopo de 1ligacdo ao receptor de
salvamento

Nalgumas concretizacgdes da invencdo, poderd ser desejavel
utilizar um fragmento de anticorpo, em vez de um anticorpo
intacto, para aumentar a penetracao no tumor, por exemplo.
Neste caso, poderda ser desejavel modificar o fragmento de
anticorpo de modo a aumentar a sua semivida no soro. Isto pode
ser conseguido, por exemplo, incorporando um epitopo de
ligagdao ao receptor de salvamento no fragmento de anticorpo,
(e.g. por mutacdao da regido adequada no fragmento de anticorpo
ou incorporando o epitopo num marcador peptidico que é entéao
fundido ao fragmento de anticorpo em qualquer das extremidades
ou no meio, e.g. por sintese de ADN ou péptidos).
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Um método sistemdtico para preparar esta variante de
anticorpo com uma semivida in vivo aumentada compreende varios
passos. O primeiro envolve identificar a sequéncia e
conformacdao de um epitopo de ligacdo ao receptor de salvamento
de uma regido Fc de uma molécula de IgG. Uma vez identificado
este epitopo, a sequéncia do anticorpo de interesse é
modificada para incluir a sequéncia e conformacadao do epitopo
de ligacado identificado. Apds a sequéncia ser mutada, a
variante do anticorpo € testada para ver se tem uma semivida
in vivo maior do que a do anticorpo original. Se a variante do
anticorpo nao tem uma semivida in vivo maior aquando do teste,
a sua sequéncia € posteriormente alterada para incluir a
sequéncia e conformacdo do epitopo de ligacdo identificado. O
anticorpo alterado é testado quanto a uma semivida in vivo
mais longa e este processo é continuado até se obter uma
molécula que exibe uma semivida in vivo mais longa.

O epitopo de 1ligacdao ao receptor de salvamento assim
incorporado no anticorpo de interesse é qualquer epitopo deste
tipo adequado, como definido acima, e a sua natureza
dependerda, e.g., do tipo de anticorpo a ser modificado. A
transferéncia é feita de modo que o anticorpo de interesse
ainda possui as actividades bioldégicas aqui descritas.

O epitopo geralmente constitui uma regido em gque qualquer
um ou mais residuos de aminodcido de uma ou duas lacadas de um
dominio Fc¢ sdo transferidas para uma posicdao andloga do
fragmento de anticorpo. Ainda mais preferencialmente, sao
transferidos trés ou mais residuos de uma ou duas lacadas do
dominio Fc. Ainda mais preferencialmente, o epitopo € retirado
do dominio CH2 da regido Fc (e.g., de uma IgG) e transferido
para a regido CH1, CH3 ou Vg, ou mais do gque uma destas
regides do anticorpo. Alternativamente, o epitopo é retirado
do dominio CH2 da regiao Fc e transferido para a regiao C; ou
regido V,, ou ambas, do fragmento de anticorpo.

O epitopo de ligacdo ao receptor de salvamento compreende
de preferéncia a sequéncia (5’ para 3’) PKNSSMISNTP (SEQ ID
NO:1), e opcionalmente compreende ainda uma sequéncia
seleccionada do grupo constituido por HQSLGTQ (SEQ ID NO:2),
HONLSDGK (SEQ ID NO:3), HQNISDGK (SEQ ID NO:4), ou VISSHLGQ
(SEQ ID NO:5), em particular quando o fragmento de anticorpo é
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um Fab ou F(ab'), ou o epitopo de 1ligacdo ao receptor de
salvamento €& um polipéptido contendo a(s) sequéncia (5' para
3'): HQNLSDGK (SEQ ID NO:3), HQNISDGK (SEQ ID NO:4), ou
VISSHLGQ (SEQ ID NO:5) e a sequéncia: PKNSSMISNTP (SEQ 1ID
NO:1).

B: Vectores, células hospedeiras e métodos recombinantes

Contempla-se um &acido nucleico isolado que codifica para
um anticorpo como aqui descrito, vectores e células
hospedeiras compreendendo o &cido nucleico; e técnicas
recombinantes para a produgdo do anticorpo.

Para a producdo recombinante do anticorpo, o &acido
nucleico que o codifica ¢ isolado e inserido num vector
replicdvel para posterior clonagem (amplificacdo do ADN) ou
para expressao. O ADN que codifica para o anticorpo monoclonal
¢ facilmente 1isolado e sequenciado utilizando procedimentos
convencionais (e.g. utilizando sondas de oligonucledétido que
sao capazes de se ligar especificamente a genes que codificam
para as cadeias pesada e leve do anticorpo). Estdo disponiveis
muitos vectores. Os componentes do vector geralmente incluem,
mas nao se limitam a, um ou mais dos seguintes: uma sequéncia
de sinal, uma origem de replicacdo, um ou mais genes
marcadores, um elemento potenciador, um promotor e uma
sequéncia de terminacdo da transcricao.

(i) Componente de sequéncia de sinal

O anticorpo anti-ErbB3 da presente invencdo pode ser
produzido de forma recombinante nao sé directamente, mas
também como um polipéptido de fusdo com um polipéptido
heterdlogo, que ¢é de preferéncia uma sequéncia de sinal ou
outro polipéptido com um local de clivagem especifico no
terminal N da proteina ou polipéptido maduro. A sequéncia de
sinal heterdéloga seleccionada ¢ de preferéncia uma que é
reconhecida e processada (i.e., clivada por uma peptidase de
sinal) pela célula hospedeira. Para células hospedeiras
procariotas que nao reconhecem e processam a sequéncia de
sinal do anticorpo anti-ErbB3 nativo, a sequéncia de sinal é
substituida por uma sequéncia de sinal procariota
seleccionada, por exemplo, de um grupo constituido pelos
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lideres de fosfatase alcalina, penicilinase, Ipp, ou
enterotoxina II estdvel ao calor. Para secrecdo em levedura, a
sequéncia de sinal nativa pode ser substituida por, e.g., o
lider de invertase de levedura, lider do factor o de levedura
(incluindo lideres do factor-o de Saccharomyces e
Kluyveromyces), ou lider de fosfatase acida de levedura, lider
de glucoamilase de (. albicans ou o sinal descrito em
WO 90/13646. Na expressdao de células de mamifero estao
disponivels as sequéncias de sinal de mamifero, bem como
lideres secretores virais, por exemplo, o sinal gD de herpes
simples.

O ADN para esta regido precursora € 1ligado em fase de
leitura ao ADN que codifica para o anticorpo anti-ErbB3.

(ii) Componente de origem de replicacdo

Ambos o0s vectores, de expressdao e clonagem contém uma
sequéncia de &cido nucleico que permite ao vector replicar-se
numa ou mais células hospedeiras seleccionadas. Em geral, nos
vectores de clonagem, esta sequéncia é uma dJgue permite ao
vector replicar-se independentemente do ADN cromossdmico do
hospedeiro e inclui origens de replicacdao ou sequéncias de
replicagao autdénoma. Estas sequéncias sdo bem conhecidas para
uma variedade de bactérias, leveduras e virus. A origem de
replicacdo do plasmideo pBR322 é adequada para a maioria das
bactérias Gram-negativas, a origem do plasmideo 2u € adequada
para levedura e varias origens virais (sv4o, polioma,
adenovirus, VSV, ou BPV) sao uteis para vectores de clonagem
em células de mamifero. Em geral, a origem do componente de
replicagdo ndo € necessdria para vectores de expressédo de
mamifero (a origem de SV40 pode ser tipicamente utilizada
apenas porque contém o promotor precoce).

(iii) Componente de gene de selecg¢do

Os vectores de expressao e clonagem podem conter um gene
de seleccao, também designado por gene marcador. 0Os genes de
seleccao tipicos codificam para proteinas que (a) conferem
resisténcia a antibidéticos ou outras toxinas, e.qg.,
ampicilina, neomicina, metotrexato ou tetraciclina, (b)
complementam deficiéncias auxotrdficas; ou (c) fornecem
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nutrientes criticos nédo disponiveis de meios complexos, e.g.,
0 gene que codifica para D-alanina racemase para Bacilli.

Um exemplo de um esguema de seleccdao utiliza uma droga
para parar o crescimento de uma célula hospedeira. As células
que sao transformadas com sucesso com um gene heterdlogo
produzem uma proteina que confere resisténcia a droga e assim
sobrevivem ao regime de seleccdo. Exemplos desta seleccéao
dominante utilizam as drogas neomicina, &cido micofendlico e

higromicina.

Outro exemplo de marcadores selecciondveis adequados para
células de mamifero sdo o0s que permitem a identificacdo de
células competentes para i1ncorporar o 4acido nucleico do
anticorpo anti-ErbB3, tais como DHFR ou timidina-gquinase,
metalotioneina-I e -II, de preferéncia genes de metalotioneina
de primata, adenosina-desaminase, ornitina-descarboxilase,
etc.

Por exemplo, as células transformadas com o gene de
seleccdao de DHFR sao primeiro identificadas por cultura de
todos os transformantes num meio de cultura gque contém
metotrexato (Mtx), um antagonista competitivo de DHFR. Uma
célula hospedeira adequada guando se wutiliza DHFR do tipo
selvagem é a linha celular de ovario de hamster chinés (CHO)
deficiente em actividade de DHFR.

Alternativamente, as células hospedeiras (em particular
hospedeiros do tipo selvagem que contém DHFR enddgeno)
transformadas ou co-transformadas com sequéncias de ADN que
codificam para o anticorpo anti-ErbB3, proteina DHFR do tipo
selvagem e outro marcador seleccionavel, tal como
aminoglicdésido-3’'-fosfotransferase (APH), podem ser
seleccionadas por crescimento celular num meio contendo um
agente de seleccdo para o marcador selecciondvel, tal como um
antibidético aminoglicosidico, e.g., canamicina, neomicina ou
G418. Veja—-se patente US N° 4965199.

Um gene de selecgao adequado para utilizacdao em levedura
¢ o gene trpl presente no plasmideo de levedura YRp7
(Stinchcomb et al., Nature, 282: 39 [1979]; Kingsman et al.,

Gene, 7: 141 [1979]; ou Tschemper et al., Gene, 10: 157
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[1980]). O gene trpl proporciona um marcador de seleccao para
uma estirpe mutante de levedura gue nao possuil a capacidade de
crescer em triptofano, por exemplo, ATCC N° 44076 ou PEP4-1
(Jones, Genetics, 85: 12 [1977]). A presenca da lesao trpl no
genoma da célula hospedeira de levedura proporciona entdo um
meio ambiente eficaz para detectar a transformacao por
crescimento na auséncia de triptofano. De igual modo, as
estirpes de levedura deficientes em Leu2 (ATCC 20622 ou 38626)
sao complementadas por plasmideos conhecidos que possuem o0
gene Leu?l.

Adicionalmente, o0s vectores derivados do plasmideo pKDl1
circular de 1,6 pm podem ser utilizados para transformacdo de
leveduras Kluyveromyces. Alternativamente, foi descrito um
sistema de expressao para a produgdo em grande escala de
gquimosina de wvitela recombinante, para K. lactis. Van den
Berg, Bio/Technology, §&8: 135 (1990). Também foram descritos
vectores de expressdo de multiplas cdpias, estavels, para a
secrecao de albumina de soro humano recombinante, madura, por
estirpes industriais de Kluyveromyces. Fleer et al.,
Bio/Technology, 9: 968-975 (1991).

(iv) Componente de promotor

Os vectores de expressao e clonagem normalmente contém um
promotor que € reconhecido pelo organismo hospedeiro e estéd
ligado de forma operacional ao &cido nucleico do anticorpo
anti-ErbB3.

Os promotores adequados para utilizacdo com hospedeiros
procariotas incluem o promotor phoA, 0S8 sistemas promotores de
R-lactamase e lactose, fosfatase alcalina, um sistema promotor

de triptofano (trp) e promotores hibridos, tais como o
promotor tac. No entanto, outros promotores Dbacterianos
conhecidos sdo Uteis. 0s promotores para utilizacdo em

sistemas bacterianos também irdao conter uma sequéncia de
Shine-Dalgarno (S.D.) ligada de forma operacional ao ADN qgue
codifica para o anticorpo anti-ErbB3.

Sao conhecidas sequéncias promotoras para eucariotas.
Praticamente todos 0s genes eucariotas tém uma regido rica em
AT localizada aproximadamente 25 a 30 bases a montante do
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local em gque a transcricdo ¢é iniciada. Outra sequéncia
encontrada 70 a 80 bases a montante do inicio da transcrigéo
de muitos genes ¢é uma regidao CNCAAT, em qgue N pode ser
qualguer nucledétido. Na extremidade 3’ da maioria dos genes
eucaridéticos estd uma sequéncia AATAAA que pode ser o sinal
para a adicdo de uma cauda poliA a extremidade 3’ da sequéncia
codificante. Todas estas sequéncias sao inseridas de forma
adequada em vectores de expressao eucaridticos.

Exemplos de sequéncias promotoras adequadas para
utilizagdo com hospedeiros de levedura incluem o0s promotores
para 3-fosfoglicerato—-quinase ou outras enzimas glicoliticas,
tais como enolase, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase,
hexoquinase, piruvato-descarboxilase, fosfofrutoquinase,
glucose-6-fosfato-isomerase, 3-fosfoglicerato-mutase,
piruvato-quinase, triosefosfato-isomerase, fosfoglucose-
isomerase e glucoguinase.

Outros promotores de levedura que sao promotores
indutiveis com a vantagem adicional da transcrigdo controlada
por condig¢des de crescimento, sao as regides promotoras para
dlcool desidrogenase 2, 1isocitocromo C, fosfatase 4acida,
enzimas degradativas associadas com o metabolismo de azoto,
metalotioneina, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase e
enzimas responsaveis pela utilizacdo de maltose e galactose.
Vectores e promotores adequados para utilizacdo na expressao
de levedura sao também descritos em EP 73657. Os potenciadores
de levedura também sdao utilizados com vantagem com promotores
de levedura.

A  transcrigcdo do anticorpo anti-ErbB3 a partir de
vectores em células hospedeiras de mamifero é controlada, por
exemplo, por promotores obtidos dos genomas de virus como O
virus polioma, poxvirus de aves, adenovirus (tal como
Adenovirus 2), virus de papiloma de bovino, virus de sarcoma
de aves, citomegalovirus, um retrovirus, virus de hepatite B e
muito preferencialmente virus de simio 40 (SV40), de
promotores de mamifero heterdélogos, e.g., o promotor de actina
ou um  promotor de imunoglobulina, de promotores de
choque térmico, desde que estes promotores sejam compativeis
com 0s sistemas da célula hospedeira.
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Os promotores precoce e tardio do virus SV40 sao obtidos
de forma conveniente como um fragmento de restricdo de SV40
que também contém a origem de replicacdao viral de Sv40. O
promotor precoce imediato do citomegalovirus humano é obtido
de forma conveniente como um fragmento de restricdo HindIII.
Um sistema para expressar ADN em hospedeiros mamiferos
utilizando o virus de papiloma de bovino como um vector é
descrito na patente US N° 4419446. Uma modificacdo deste
sistema estd descrita na patente US N° 4601978. Veja-se também
Reyes et al., Nature, 297: 598-601 (1982) sobre a expressao de
ADNc de interferdo-f humano em células de ratinho sob o
controlo de um promotor de timidina-gquinase do virus de herpes
simples. Alternativamente, pode-se utilizar como promotor a
repeticdo terminal longa do virus de sarcoma de Rous.

(v) Componente de elemento potenciador

A transcricdao de um ADN que codifica para o anticorpo
anti-ErbB3 da presente invencdo por eucariotas superiores é
muitas vezes aumentada inserindo uma sequéncia potenciadora no
vector. Muitas sequéncias potenciadoras sao agora conhecidas
de genes de mamifero (globina, elastase, albumina,
a—fetoproteina e insulina). Tipicamente, no entanto,
utilizar-se-a um potenciador de um virus de célula eucariota.
Exemplos incluem o potenciador de SV40 no lado tardio da
origem de replicacdao (pb 100-270), o potenciador do promotor
precoce de citomegalovirus, o potenciador de polioma no lado
tardio da origem de replicacao e potenciadores de adenovirus.
Veja-se também Yaniv, Nature, 297: 17-18 (1982) sobre
elementos potenciadores para activacao de promotores
eucariotas. O potenciador pode ser organizado por splicing no
vector, numa posicdo 5’ ou 3’ em relacdo a sequéncia
codificante do anticorpo anti-ErbB3, mas estd localizado de
preferéncia num local 5’ em relacao ao promotor.

(vi) Componente de terminacdo da transcrigdo

Os vectores de expressao utilizados em células
hospedeiras eucariotas (levedura, fungos, insectos, plantas,
animais, humanos ou células nucleadas de outros organismos
pluricelulares) também irdo conter sequéncias necessdrias para
a terminacdo da transcricdao e para estabilizacdo do ARNm.
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Estas sequéncias estdo normalmente disponiveis das regides nao
traduzidas 5’ e, ocasionalmente, 3’ de ADN ou ADNc eucaridtico
ou viral. Estas regides contém segmentos de nucledtidos
transcritos como fragmentos poliadenilados na porgao nao
traduzida do ARNm que codifica para o anticorpo anti-ErbB3. Um
componente de terminacdo da transcricdo util € a regido de
poliadenilagao da hormona de crescimento de bovino. Veja-se
W094/11026 e o vector de expressdo ali descrito.

(vi) Seleccdo e transformacdo de células hospedeiras

As células hospedeiras adequadas ©para clonagem ou
expressdo de ADN nos vectores aqui descritos sao as células
procariotas, de levedura ou eucariotas superiores descritas
acima. Os procariotas adequados para este fim incluem
eubactérias, tais como organismos Gram-negativos ou Gram-
positivos, por exemplo, Enterobacteriaceae tais como
Escherichia, e.g., E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, e.g., Salmonella typhimurium, Serratia,
e.g., Serratia marcescans, e Shigella, bem como Bacilli, tal
como B. subtilis e B. licheniformis (e.g., B. licheniformis
41P descrito em DD 266710 publicado em 12 de Abril de 1989),
Pseudomonas tais como P. aeruginosa, e Streptomyces. Um
hospedeiro de clonagem de FE. coli preferido é E. coli 294
(ATCC 31.446), embora sejam adequadas outras estirpes tais
como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31.537) e E. coli W311l0
(ATCC 27.325). Estes exemplos sao ilustrativos e nao
limitativos.

Além dos procariotas, os micrdébios eucariotas, tais como
fungos filamentosos ou leveduras, sao hospedeiros de clonagem
ou expressao para vectores qgue codificam para o anticorpo
anti-ErbB3. A Saccharomyces cerevisiae, ou fermento de padeiro
comum, € o mais utilizado entre os microorganismos hospedeiros
eucariotas inferiores. ©No entanto, varios outros géneros,
espécies e estirpes estdo normalmente disponiveis e s&o Uteis
aqui, tais como Schizosaccharomyces  pombe; hospedeiros
Kluyveromyces, tais como, e.g., K. lactis K. fragilis (ATCC
12.424), K. bulgaricus (ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC
24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC
36.906), K. thermotolerans, e K. marxianus; yarrowia (EP

)

402226); Pichia pastoris (EP 183070; Candida, Trichoderma
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reesia (EP 244234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tal como
Schwanniomyces occidentalis e fungos filamentosos tais como,
e.g., Neurospora, Penicillium, Tolypocladium e hospedeiros
Aspergillus, tais como A. nidulans.

As células hospedeiras adequadas para a producgdo de
anticorpo anti-ErbB3 glicosilado sédo derivadas de organismos
pluricelulares. Exemplos de células de invertebrados incluem
células de plantas e insectos. Foram identificadas varias
estirpes e variantes de baculovirus e células hospedeiras de
insecto permissivas, correspondentes de hospedeiros como
Spodoptera frugiperda (lagarta), Aedes aegypti (mosquito),
Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca da
fruta) e Bombyx mori. Estd disponivel ao publico uma variedade
de estirpes virails para transfeccédo, e.g., a variante L-1 de
Autographa californica NPV e a estirpe Bm-5 de Bombyx mori
NPV, e estes virus podem ser utilizados como os virus aqui
descritos de acordo com a invencdo, em particular para

transfeccao de células de Spodoptera frugiperda.

As culturas de células de plantas de algodao, milho,
batata, soja, petunia, tomate e tabaco podem ser utilizadas
como hospedeiros.

No entanto, tem havido um maior interesse em células de
vertebrado e a propagacao de células de vertebrado em cultura
(cultura de tecido) tornou-se um procedimento de rotina.
Exemplos de linhas celulares de hospedeiros mamiferos uteis
incluem uma linha celular de rim de macaco CV1l transformada
por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); uma linha de rim embriondrio
de humano (células 293 ou 293 subclonadas para crescimento em
cultura em suspensao, Graham et al., J. Gen Virol., 36: 59
[1977]1); células de rim de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamster chinés/-DHFR (CHO, Urlaub e
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 [19801); células
de Sertoli de ratinho (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23: 243-251
[1980]); células de rim de macaco (CV1l ATCC CCL 70); células
de rim de macaco verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587);
células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2);
células de rim de canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de
figado de rato bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de
pulmdo humano (W138, ATCC CCL 75); células de figado humano
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(Hep G2, HB 8065); células de tumor mamario de ratinho (MMT
060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y.
Acad. Sci. , 383: 44-68 [1982]); células MRC 5; células FS4; e
uma linha de hepatoma humano (Hep G2).

As células hospedeiras séao transformadas com os vectores
de expressao ou clonagem acima descritos para o anticorpo
anti-ErbB3 e cultivadas em meio nutriente convencional,
modificado como adequado para induzir promotores, seleccionar
transformantes ou amplificar os genes que codificam para as
sequéncias desejadas.

(viii) Cultura de células hospedeiras

As células hospedeiras utilizadas para produzir o
anticorpo anti-ErbB3 da presente invencgado podem ser cultivadas
numa variedade de meios. Os meios de cultura disponiveis
comercialmente tais como F-10 de Ham (Sigma), Meio Minimo
Essencial ((MEM), Sigma), RPMI-1640 (Sigma), meio de Eagle
modificado da Dulbecco ((D-MEM), Sigma) sao adequados para
cultura de células hospedeiras. Adicionalmente, qualgquer dos
meios descritos, por exemplo, em Ham e Wallace, Methods 1in
Enzymology, 58: 44 (1979); Barnes e Sato, Anal, Biochem., 102:
255 (1980); patentes U.S. N° 4767704; 4657866; 4927762;
4560655; ou 5122469; WO 90/03430; WO 87/00195 ou patente U.S.
Re. N° 30985 pode ser utilizado como meio de cultura para as
células hospedeiras. Qualqguer destes meios pode ser
suplementado como necessario com hormonas e/ou outros factores
de crescimento (tais como insulina, transferrina, ou factor de
crescimento epidérmico), sais (tais como cloreto de sddio,
cdlcio, magnésio e fosfato), tampbdes (tais como HEPES),
nucledétidos (tais como adenosina e timidina), antibidticos
(tais como a droga GENTAMYCIN™), elementos vestigiais
(definidos como compostos inorgdnicos normalmente presentes em
concentracdes finais na gama micromolar), e glucose ou uma
fonte de energia equivalente. Também se podem incluir
quaisquer outros suplementos necessarios a concentracodes
adequadas, que serao conhecidos dos peritos na arte. As
condigdes de cultura, tais como temperatura, pH e semelhantes,
sdo as previamente utilizadas com a célula Thospedeira
seleccionada para expressao e serao evidentes para o perito na
arte.
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(ix) Purificacdo do anticorpo anti-ErbB3

Quando se utilizam técnicas recombinantes o anticorpo
pode ser produzido intracelularmente, no espacgo
periplasmdtico, ou segregado directamente para o meio. Se o
anticorpo ¢é produzido intracelularmente, como um primeiro
passo, o0s restos de particulas, quer de células hospedeiras,
quer fragmentos lisados, sao removidos, por exemplo, por
centrifugacdao ou ultrafiltracdo. Carter et al. Bio/Technology
10:163-167 (1992) descrevem um procedimento para 1isolar
anticorpos gue sdo segregados para © espago periplasmatico de
E. coli. Resumidamente, a pasta de células é descongelada na
presenca de acetato de sdédio (pH 3,5), EDTA e fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante cerca de 30 minutos. Os
restos celulares podem ser removidos por centrifugacao. Quando
o0 anticorpo € segregado para o meio, o0s sobrenadantes destes
sistemas de expressao sao, em geral, primeiro concentrados
utilizando um filtro de concentracdo de proteinas disponivel
comercialmente, por exemplo, uma unidade de wultrafiltracéao
Amicon ou Millipore Pellicon. Pode-se incluir um inibidor de
protease, tal como PMSF em qualguer dos passos anteriores,
para inibir a protedlise e podem-se incluir antibidéticos para

prevenir o crescimento de contaminantes fortuitos.

A composicdo de anticorpo preparada a partir das células
pode ser purificada utilizando, por exemplo, cromatografia de
hidroxilapatite, electroforese em gel, didlise e cromatografia
de afinidade, sendo a cromatografia de afinidade a técnica de
purificacado preferida. A adequabilidade da proteina A como
ligando de afinidade depende da espécie e isotipo de qualquer
dominio Fc de imunoglobulina que esteja presente no anticorpo.
A proteina A pode ser utilizada para purificar anticorpos que
se baseiam em cadeias pesadas Y1, Y2 ou Y4 humanas (Lindmark et
al., J. Immunol Meth 62:1-13 (1983)). A proteina G ¢&é
recomendada para todos os isotipos de rato e para Y3 humana
(Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). A matriz a qual o
ligando de afinidade estd ligado é muitas vezes agarose, mas
estdao disponiveis outras matrizes. As matrizes mecanicamente
estéaveis, tais como vidro de poro controlado ou
poli(estirenodivinil)benzeno permitem caudais mais rapidos e
menores tempos de processamento do que os que sao obtidos com
agarose. Quando o anticorpo compreende um dominio Cy3, a
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resina Bakerbond ABXMresin (J.T. Baker. Phillipsburg, NJ) &
util para purificacéo. Também estao disponiveis outras
técnicas para a purificacéo de proteinas, tais como
fraccionamento numa coluna de troca idnica, precipitacao com
etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia em silica,
cromatografia em Sepharose™ heparina, cromatografia numa
resina de troca anidnica ou catidnica (tal como uma coluna de
poli(acido aspéartico), cromatofocagem, SDS-PAGE e precipitacao
com sulfato de amdnio, dependendo do anticorpo a ser
recuperado.

Apbds qualguer passo(s) de purificacdo preliminar, a
mistura compreendendo o anticorpo de interesse e contaminantes
pode ser submetida a cromatografia de interacc¢dao hidrdéfoba a
pPH baixo, utilizando um tampao de eluigao a um pH entre cerca
de 2,4-4,5, de preferéncia realizada concentracdes de sal
baixas (e.g. de cerca de 0-0,25 M de sal).

C. Formulagdes farmacéuticas

As formulacdes terapéuticas do anticorpo sdo preparadas
para armazenamento misturando o anticorpo com o grau de pureza
desejado, com transportadores, excipientes ou estabilizantes
fisiologicamente aceitaveis, opcionais (Remington's
Pharmaceutical Sciences 1623 edicao, Osol, A. Ed. [1980]), na
forma de formulacgdes liofilizadas ou solugdes aquosas. Os
transportadores, excipilientes ou estabilizantes aceitdveils séo
ndo tdéxicos para os receptores nas dosagens e concentracdes
utilizadas e incluem tampdes, tais como fosfato, citrato e
outros &cidos organicos; antioxidantes, incluindo &cido
ascdérbico e metionina; conservantes (tals como cloreto de
octadecildimetilbenzilaménio; cloreto de hexametdnio; cloreto
de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio; fenol, alcool butilico
ou benzilico; alguilparabenos, tais como metil- ou
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclo-hexanol;
3-pentanol; e m-cresol); polipéptidos de baixo peso molecular
(inferior a cerca de 10 residuos); proteinas, tais como
albumina de soro, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros
hidréfilos, tais como polivinilpirrolidona; aminoédcidos, tais
como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou
lisina; monossacaridos, dissacdridos, e outros hidratos de
carbono, incluindo glucose, manose, ou dextrinas; agentes
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quelantes, tais como EDTA; glicidos, tais como sacarose,
manitol, trealose ou sorbitol; contra-ides formadores de sal,
tais como sdédio; complexos metdalicos (e.g. complexos de Zn-—
proteina); e/ou tensioactivos ndo idénicos, tais como Tween,
Pluronics™ ou polietilenoglicol (PEG).

A formulacao aqui descrita pode também conter mais do que
um composto activo, como necessario para a indicacéao
particular a ser tratada, de preferéncia os que tém
actividades complementares que ndo se afectam umas as outras
de forma adversa. Por exemplo, podera ser desejavel
proporcionar também anticorpos que se ligam a EGFR, ErbB2,
ErbB4 ou factor endotelial wvascular (VEGF) na formulacéao.
Alternativamente, ou em adicdo, a composicdao pode compreender
um agente quimioterapéutico ou uma citdquina. Estas moléculas
estdao adegquadamente presentes em combinacdo, em quantidades
que sao eficazes para os fins pretendidos.

Os 1ingredientes activos também podem ser incluidos em
microcdpsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de
coacervacgcao ou por polimerizacdo interfacial, por exemplo,
microcdpsulas de hidroximetilcelulose ou de gelatina e
microcdpsulas de poli(metilmetacilato), respectivamente, em
sistemas de fornecimento de drogas coloidais (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes,
nanoparticulas e nanocadpsulas) ou em macroemulsdes. FEstas
técnicas estdo descritas em Remington's Pharmaceutical
Sciences, 1623 edicao, Oslo, A. Ed. (1980).

As formulacdes a ser utilizadas para administracdo 1in
vivo deverdo ser estéreis. Isto é facilmente conseguido por
filtracdo através de membranas de filtracao estéreis.

Podem-se preparar preparacgdes de libertacado controlada.
Exemplos adequados de preparacdes de libertacao controlada
incluem matrizes semi-permedveis de polimeros hidrdéfobos
s6lidos contendo o anticorpo, as quais sdo na forma de artigos
moldados, e.qg., peliculas ou microcdpsulas. Exemplos de
matrizes de libertacéo controlada incluem poliésteres,
hidrogéis (por exemplo, ©poli(2-hidroxietilmetacrilato) ou
poli(dlcool wvinilico)), polilédctidos (Patente US N° 3773919),

copolimeros de acido L-glutémico e Y-etil-L-glutamato,
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copolimeros de etileno-acetato de wvinilo nao degradéaveis,
copolimeros de acido lactico-adcido glicdlico degradaveis, tais
como Lupron Depot™ (microesferas injectdveis compostas por
copolimero de 4cido 1lactico-dcido glicdlico e acetato de
leuprolida), e &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Apesar dos
polimeros, tals como etileno-acetato de wvinilo e &4cido
lactico-acido glicdlico, permitirem a libertacdo de moléculas
durante mais de 100 dias, alguns hidrogéis libertam proteinas
durante periodos de tempo menores. Quando os anticorpos
encapsulados permanecem no corpo durante um tempo prolongado,
eles podem-se desnaturar ou agregar, como resultado da
exposicdo a humidade a 37°C, resultando numa perda de
actividade bioldégica e possiveis alteracdes na
imunogenicidade. Podem-se delinear estratégias racionais para
a estabilizacao, dependendo do mecanismo envolvido. Por
exemplo, quando se verifica que o mecanismo de agregacao é a
formacao de ligagdes S-S intermoleculares através da
interpermuta tio-dissulfureto, a estabilizacdao pode ser
conseguida modificando residuos de sulfidrilo, liofilizando a
partir de solucgbdes 4&cidas, controlando o teor de humidade,
utilizando aditivos adequados, e desenvolvendo composicdes de
matriz de polimeros especificas.

D. Utilizagdes ndo terapéuticas para o anticorpo

Os anticorpos da invencdo podem ser utilizados como
agentes de purificacdo por afinidade. ©Neste processo, 0s
anticorpos estdo imobilizados numa fase sdlida, tal como uma
resina de Sephadex ou papel de filtro, utilizando métodos bem
conhecidos na arte. O anticorpo imobilizado é contactado com
uma amostra contendo a proteina ErbB3 (ou um seu fragmento) a
ser purificado e em seqguida o suporte €& lavado com um
solvente adequado gque 1ird remover substancialmente todo o
material na amostra, excepto a proteina ErbB3 gque estd ligada
ao anticorpo imobilizado. Por fim, o suporte ¢é lavado com
outro solvente adequado, tal como tampao glicina, pH 5,0, gque
ird libertar a proteina ErbB3 do anticorpo.

Os anticorpos anti-ErbB3 podem também ser uUteis em testes
de diagndéstico para a proteina ErbB3, e.g., detectando a sua
expressao em células, tecidos especificos ou soro. Assim, os
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anticorpos podem ser utilizados no diagndstico de malignidades
humanas (veja-se, por exemplo, patente US 5183884).

Para aplicagdes de diagnédstico, o anticorpo sera
tipicamente marcado com uma porcgao detectéavel. Estéao
disponiveis varios marcadores que podem ser geralmente
agrupados nas seguintes categorias:

(a) Radioisdétopos, tais como 35S, e, 1%1, e P1. 0
anticorpo pode ser marcado com o radioisdétopo utilizando as
técnicas descritas em Current Protocols in Immunology,
Volumes 1 e 2. Coligen et al., Ed., Wiley-Interscience. Nova
Iorque, Nova Iorque, Pubs., (1991) por exemplo e a
radicactividade pode ser medida wutilizando contagem de
cintilacao.

(b) Estdo disponiveis marcadores fluorescentes, tais como
quelatos de terrosos raros (quelatos de eurdpio) ou
fluoresceina e seus derivados, rodamina e seus derivados,
dansilo, Lissamina, ficoeritrina e Texas Red. 0Os marcadores
fluorescentes podem ser conjugados com o anticorpo utilizando
as técnicas descritas em Current Protocols 1in Immunology,
supra, por exemplo. A fluorescéncia pode ser quantificada

utilizando um fluorimetro.

(c) Estdo disponiveis varios marcadores enzima-substrato e a
patente US N° 4275149 proporciona uma revisao de alguns
destes. A enzima geralmente catalisa uma alteracdao quimica do
substrato cromogénico que pode ser medida utilizando véarias
técnicas. Por exemplo, a enzima pode catalisar uma alteracéo
de cor num substrato, que pode ser medida
egpectrofotometricamente. Alternativamente, a enzima pode
alterar a fluorescéncia ou qgquimioluminescéncia do substrato.
As técnicas para qgquantificar uma alteragdo na fluorescéncia
estdo descritas acima. O substrato quimioluminescente torna-se
electronicamente excitado por uma reaccdo quimica e pode entéo
emitir luz que pode ser medida (utilizando um
gquimiolumindémetro, por exemplo) ou fornece energia a um
aceitador fluorescente. Exemplos de marcadores enzimaticos
incluem luciferases (e.g. luciferase de pirilampo e luciferase
bacteriana; patente US N° 4-737.456); luciferina, 2,3-di-
hidroftalazinodionas, malato-desidrogenase, urease,
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peroxidase, tal como peroxidase de rédbano (HRPO), fosfatase
alcalina, B-galactosidase, glucoamilase, lisozima,
sacarido-oxidases (e.g. glucose-oxidase, galactose-oxidase e
glucose-6-fosfato-desidrogenase), oxidases heterociclicas (tal
como uricase e xantina-oxidase), lactoperoxidase,
microperoxidase e semelhantes). As técnicas para conjugar
enzimas a anticorpos estdo descritas em O'Sullivan et al.,
Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for
use in Enzyme Immunoassay, 1in Methods in Enzym (ed J. Langone
& H. Van Vunakis), Academic press, Nova Iorque, 73: 147-166
(1981) .

Exemplos de combinacdes de enzima-substrato incluem, por

exemplo:

(1) peroxidase de rabano (HRPO) com peroxidase de hidrogénio
como substrato, em que a peroxidase de hidrogénio oxida um
precursor corante (e.qg. ortofenilenodiamina (OPD) ou
cloridrato de 3,3’,5,5"-tetrametilbenzidina (TMB)) ;

(ii) fosfatase alcalina (AP) com para-nitrofenilfosfato como
substrato cromogénico e

(1iii) B-D-galactosidase (B-D-Gal) com um substrato cromogénico
(e.9. p—nitrofenil-B-D-galactosidase) ou substrato flurogénico
4-metilumbeliferil-Rf-D-galactosidase.

Estdo disponiveis para os peritos na arte véarias outras
combinac¢des enzima-substrato. Para uma revisao geral destas,
vejam-se as patentes US N 4275149 e 4318980.

Por vezes, O marcador ¢ indirectamente conjugado com o
anticorpo. O perito na arte conhece véarias técnicas para obter
isto. Por exemplo, o anticorpo pode ser conjugado com biotina
e qgualquer um das trés grandes categorias de marcadores
mencionada acima pode ser conjugado com avidina ou vice-versa.
A Dbiotina liga-se selectivamente a avidina e assim o marcador
pode ser conjugado com o anticorpo deste modo indirecto.
Alternativamente, para se obter a conjugacdo indirecta do
marcador com O anticorpo, o anticorpo ¢é conjugado com um
hapteno pequeno (e.g. digoxina) e um dos diferentes tipos de
marcadores mencionados acima € conjugado com um anticorpo
anti-hapteno (e.g. anticorpo anti-digoxina). Assim, obtém-se a

conjugacao indirecta do marcador com o anticorpo.
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Nido € necessario que o anticorpo anti-ErbB3 seja marcado
e a sua presencga pode ser detectada utilizando um anticorpo
marcado que se liga ao anticorpo ErbB3.

Os anticorpos da presente invencao podem ser utilizados
em qualgquer método de teste conhecido, tal como testes de
ligagao competitiva, testes sanduiche directos e indirectos e
testes de imunoprecipitacado. Zola, Monoclonal Antibodies: A
Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987).

Os testes de ligacado competitiva baseiam-se na capacidade
de um padrao marcado competir com o analito da amostra de
teste para a ligacadao com uma quantidade limitada de anticorpo.
A  guantidade de proteina ErbB3 na amostra de teste é
inversamente proporcional a quantidade de padrdao que fica
ligada aos anticorpos. Para facilitar a determinacdao da
quantidade de padrdo que fica ligada, os anticorpos geralmente
sdo insolubilizados antes ou apdés a competicdao, de modo que o
padrao e o analito que estdo ligados aos anticorpos podem ser
convenientemente separados do padrdo e analito que permanecem
nao ligados.

Os testes sanduiche envolvem a wutilizacdo de dois
anticorpos, cada um capaz de se ligar a uma porc¢ao imunogénica
ou epitopo diferente da proteina a ser detectada. Num teste
sanduiche, o analito de amostra de teste é ligado por um
primeiro anticorpo que estda imobilizado num suporte sdélido e
em seguida um segundo anticorpo liga-se ao analito, formando
assim um complexo de trés partes, insoluvel. Veja-se, e.g.
patente U.S. N° 4376110. O segundo anticorpo pode ser ele
préprio marcado com uma porgdo detectdvel (teste sanduiche
directo) ou pode ser medido utilizando um anticorpo anti-
imunoglobulina que é marcado com uma porgao detectavel (efeito
sanduiche indirecto). Por exemplo, um tipo de teste sanduiche
é um teste ELISA, caso em que a porcdo detectdvel ¢é uma
enzima.

Para imuno-histoquimica, a amostra de tumor pode ser
fresca ou congelada, ou pode ser embebida em parafina e fixada
com um conservante, tal como formalina, por exemplo.
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Os anticorpos podem também ser utilizados para testes de
diagnéstico in vivo. Em geral, o anticorpo €& marcado com um
radionuclido (tal como ‘''In, ?’Tc, '4c, '*'1, '#°1, °H, *?P ou °S)
de modo que o) tumor pode ser localizado utilizando
imunocintigrafia.

E. Kits de diagnéstico

Para conveniéncia, o anticorpo da presente invencao pode
ser proporcionado num kit, i.e., uma combinagdo de reagentes
embalados, em quantidades pré-determinadas com instrucgdes para
realizar o teste de diagndstico. No caso do anticorpo ser
marcado com uma enzima, o kit ird incluir substratos e
cofactores requeridos pela enzima (e.g. um precursor de
substrato que proporciona o croméforo ou fluordforo
detectavel). Além disso, podem-se incluir outros aditivos,
tais como conservantes, tampdes (e.g. um tampdo de blogueio ou
um tampdo de lise) e semelhantes. As quantidades relativas dos
varios reagentes podem ser variadas amplamente para
proporcionar concentragdes em solugcao dos reagentes que
optimizam substancialmente a sensibilidade do teste. Em
particular, os reagentes podem ser proporcionados como pds
secos, normalmente liofilizados, incluindo excipientes que por
dissolucao 1iradao proporcionar uma solugcdao de reagente com a
concentracao adequada.

F. Utilizagdes terapéuticas para o anticorpo

E contemplado que o anticorpo anti-ErbB3 da presente
invencao possa ser utilizado para tratar condigdes em gue
ocorre uma activagao excessiva do complexo Erb2-erbB3, em
particular quando essa activacao € mediada por um polipéptido
heregulina, varios tumores, e.g., cancros. Exemplos de
condigdes ou disturbios a ser tratados com o anticorpo anti-
ErbB3 incluem tumores benignos ou malignos (e.g., carcinomas
renal, do figado, rim, bexiga, mama, gastrico, ovarico,
colorrectal, da prdstata, pancredatico, do pulmdo, vulvar, da
tirdide, hepatico; sarcomas; glioblastomas; e varios tumores
da cabeca e pescogo); leucemias e malignidades linfdides;
outros disturbios, tais como disturbio neuronal, glial, de
astrécitos, hipotaldmico e outros glandular, macroféagico,
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epitelial, estromal e blastocélico; e disturbios
inflamatérios, angiogénicos e imunoldgicos.

Os anticorpos da presente invencao sao administrados a um
mamifero, de preferéncia um humano, de acordo com métodos
conhecidos, tais como administracdo intravenosa como um bdlus,
ou por infusdao continua durante um periodo de tempo, ou pelas
vias intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal,
subcutéanea, intra-articular, intra-sinovial, intratecal, oral,
tépica ou por inalacgéao. E preferida a administracao
intravenosa do anticorpo.

Podem-se combinar outros regimes terapéuticos com a
administracao dos anticorpos anti-ErbB3 da presente invencao.
Por exemplo, o paciente a ser tratado com os anticorpos aqui
descritos pode também receber terapia de radiacéo.
Alternativamente, ou em adicgdo, pode-se administrar um agente
quimioterapéutico ao paciente. A preparacdao e esquemas de
dosagem para estes agentes quimioterapéuticos podem ser
utilizados de acordo com as instrug¢des do fabricante, ou como
determinado empiricamente pelo perito na arte. A preparacao e
esquemas de dosagem para esta guimioterapia também estéo
descritos em Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams &
Wilkins, Baltimore, MD (1992). O agente quimioterapéutico pode
preceder, ou suceder a administracdo do anticorpo.

Poderd ser desejavel administrar também anticorpos contra
outros antigénios associados a tumores, tais como anticorpos
que se ligam a EGFR, ErbBR2, ErbB4, ou factor endotelial
vascular (VEGF). Dois ou mais anticorpos anti-ErbB3 podem ser
co—administrados ao paciente. Alternativamente, ou em adicao,
pode-se administrar uma ou mais citdguinas ao paciente.

Para a prevencao ou tratamento de doencas, a dosagem
adequada de anticorpo dependerd do tipo de doenga a ser
tratada, como definido acima, da gravidade e evolucdo da
doenca, do facto de o anticorpo ser administrado para fins
preventivos ou terapéuticos, da terapia anterior, do historial
clinico do paciente e da resposta ao anticorpo e do critério
do médico assistente. O anticorpo é adequadamente administrado
ao paciente de uma sé vez, ou ao longo de uma série de
tratamentos.
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Dependendo do tipo e gravidade da doenca, cerca de
1 pg/kg a 15 mg/kg (e.g. 0,1-20 mg/kg) de anticorpo ¢é uma
dosagem candidata inicial para administracgdo ao paciente, quer
seja, por exemplo, por uma ou mais administragdes separadas,
ou por infusdo continua. Uma dose didria tipica pode variar
entre cerca de 1 npg/kg a 100 mg/kg ou mais, dependendo dos
factores acima mencionados. Para administracdes repetidas ao
longo de varios dias ou mais, dependendo da condicao, o
tratamento é mantido até ocorrer uma supressao desejada dos
sintomas da doenca. No entanto, poderdao ser Uuteis outros
regimes de dosagem. O progresso desta terapia ¢é facilmente
monitorizado por técnicas e testes convencionais.

G. Artigos de fabrico

E descrito um artigo de fabrico contendo materiais uteis
para o tratamento dos disturbios descritos acima. O artigo de
fabrico compreende um recipiente e um rdétulo. Recipientes
adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos, seringas e
tubos de ensaio. Os recipientes podem ser formados a partir de
uma variedade de materiais, tais como vidro ou pléstico. O
recipiente ou tratamento da condicgdo e pode ter uma porta de
acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode ser um saco de
solucgdo intravenosa, ou um frasco com uma rolha perfurdvel por
uma agulha de injecc¢do hipodérmica). O agente activo na
composicao € o anticorpo anti-ErbB3. O rdétulo no, ou associado
com o recipiente indica que a composicdao € wutilizada para
tratar a condicdao de escolha. O artigo de fabrico pode ainda
compreender um segundo recipiente compreendendo um tampao
farmaceuticamente aceitdavel, tal como solucdo salina tamponada
com fosfato, solucdao de Ringer e solucdo de dextrose. Pode
ainda incluir outros materiails desejavels do ponto de vista
comercial e do utilizador, incluindo outros tampdes,
diluentes, filtros, agulhas, seringas e folhetos informativos
com instrucdes de utilizacao.

H. Depdésito de materiais
A linha celular de hibridoma seguinte foi depositada na

American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, MD, EUA (ATCC):
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Designagdo do N2 da ATCC Data de depésito
hibridoma/anticorpo
8B8 HB-12070 22 de Marco de 1996

Este depdsito foil feito sob as condicdes do tratado de
Budapeste sobre o reconhecimento Internacional do depdsito de
microorganismos para efeitos do procedimento em matéria de
patentes e regulamentos do mesmo (tratado de Budapeste).

Os exemplos seguintes sdo dados a titulo ilustrativo e
nao limitativo.

EXEMPLO
PRODUgiO DE ANTICORPOS ANTI-ErbB3

Este exemplo descreve a producdo dos anticorpos anti-
ErbB3 com as caracteristicas aqui descritas.

Materiais e Métodos

Linhas celulares. A linha celular de leucemia mieldide
humana K562 (que nao possui proteina-tirosina—-quinase
receptora da subfamilia de classe 1, tal como determinado por
transferéncia de Northern) e a linha celular de carcinoma
ovadrico humano Caov3 foram obtidas da American Type Culture
Collection (Rockville, MD). Ambas foram cultivadas em meio
RPMI 1640 suplementado com soro fetal de Dbovino a 10%,
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL
e HEPES 10 mM ("meio de crescimento").

Transfeccdo estdvel de células K562. A linha celular K562
foi transfectada e seleccionaram-se o0s clones gque expressam
ErbB3. Em resumo, subclonou-se ADNc de erbB3 no vector de
expressao de células de mamifero pcDNA-3 (Invitrogen) e
introduziu-se em células K562 por electroporagao (1180 mF.
350 V). As células transfectadas foram cultivadas em meio de
crescimento contendo G418 0,8 mg/ml. Os clones resistentes
foram obtidos por diluigcdo limitante e testados quanto a
expressado de ErbB3 por transferéncia de Western e testes de
ligagao a heregulina (HRG). O clone que expressa ErbB3 4E9H3

foi wutilizado nas experiéncias descritas nesta descricao.
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Verificou-se que a estimulacgao com éster de forbol aumentava
significativamente a expressao de ErbB3 nos transfectantes de
K562. Assim, as células 4E9H3 foram colocadas em meio de
crescimento contendo acetato de forbol-l12-miristato 10 ng/ml
(PMA) durante a noite, antes de utilizacdo nos varios testes
descritos a seguir.

Anticorpos. Produziram-se anticorpos monoclonais
especificos para a proteina ErbB3, contra um fragmento
recombinante do receptor, correspondendo ao seu dominio
extracelular (ECD) fundido no seu terminal amino ao epitopo de
glicoproteina D (gpD) do virus de herpes simples tipo 1 (HSV1)
para o anticorpo monoclonal 5B6. A sequéncia codificante para
a sequéncia de sinal de ErbB3 foi substituida com uma
sequéncia que codifica para 0s aminodcidos 1-53 do
polipéptido gD. Os aminodcidos 1-25 codificam para a sequéncia
de sinal de gD, enguanto que os aminodcidos 26-53 contém um
epitopo para o anticorpo monoclonal 5B6. Veja-se W095/14776. A
construgao resultante, gD.Erb3.ECD foi purificada utilizando
uma coluna de afinidade de anticorpo anti-gD. As imunizacdes
foram realizadas como se segue. Injectaram-se inicialmente
ratinhos Balb/c fémea (Charles River) na almofada da pata com
5 ng de gD.ErbB3.ECD em 100 pl de adjuvante de RIBI™ (Ribi
ImmunochemREsearch, Inc. Hamilton, MT). Os animails receberam
um reforgo 2 vezes com 5 pg de gD.ErbB3.ECD na sua almofada da
pata, a cada duas semanas seguido de uma injeccgdo final na
almofada da pata de 5 pg de gD.ErbB3.ECD. Trés dias apds a
Gtltima imunizacao, removeram-se 0s ndéddulos linfaticos
popliteais e preparou-se uma suspensao de células individuais
para fusdo de PEG.

Os anticorpos monoclonais foram purificados e testados
por ELISA imobilizada e em fase de solucgdo, para reactividade
cruzada com ErbB2 e ErbR4. Para o ELISA imobilizado
utilizou-se 1 pg/ml de ErbB2.ECD, gD.ErbB3.ECD ou gD.ErbB4.ECD
para revestir uma placa de microtitulo de 96 pocos durante a
noite. Adicionou-se um mAc anti-ErbB3 a 1 upg/ml e incubou-se
durante 1 hora a temperatura ambiente (TA), lavou-se e
seguiu-se IgG de cabra anti-ratinho (car) conjugada com HRPO.
O ELISA foi desenvolvido e lido a 490 nm. Para o ELISA em fase
de solugdo utilizou-se 1 ng/ml de IgG car (especifica de Fc)
para revestir uma placa de microtitulo de 96 pocgos durante a
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noite. Adicionou-se um mAc anti-ErbB3 a 1 pg/ml e incubou-se
durante 1 hora a TA, lavou-se e seguiu-se por ErbB2.ECD,
gD.ErbB3 ou gD.ErbB4.ECD biotinilado. Esta reacgado foi
incubada durante 1 hora a TA; lavou-se e seguiu-se por HRPO
estreptavidina. A ELISA foi desenvolvida e 1lida a 490 nm.
Neste teste, nenhum dos anticorpos anti-ErbB3 teve reaccao
cruzada com ErbB2 ou ErbB4.

Os fragmentos Fab do anticorpo 3-8D6 foram produzidos por
digestao com papaina. Os fragmentos IgG e Fc nao digeridos
foram removidos por cromatografia de afinidade de proteina A
seguido de cromatografia de filtracdo em gel. Nenhuma IgG era
detectdvel no conjunto de Fab por SDS PAGE e por uma
transferéncia de Western sondada com um anticorpo especifico

para Fc.

Testes de ligagcdo a HRG. Todas as experiéncias de
ligacao a HRG foram realizadas utilizando o dominio tipo EGF
da isoforma (1, i.e. HRG Rli77-244 (Sliwkowski et al., J. Biol
Chem. 269: 14661-5 (1994)). O painel de anticorpos ErbB3 foi
pesquisado gquanto a um efeito na ligacdo de HRG incubando
5,0 x 10* células 4E9H3 com 100 pM de 125I—HRG, durante a
noite, a 0°C, na auséncia (controlo) ou presenca de 100 nM de
anticorpo anti-ErbB3. Utilizaram-se IgG 1rrelevantes como
controlos negativos. As células foram recolhidas e rapidamente
lavadas com tampao de teste arrefecido em gelo (meio RPMI
contendo HEPES 10 mM, pH = 7,2) num dispositivo de filtracao
de 96 pocos (Millipore). 0Os filtros foram entdao removidos e
contados.

Para as experiéncias de dose-resposta de anticorpo, as
células 4E9H3 foram incubadas com 100 pM de '?°I-HRG na
presenca de concentracdes crescentes de anticorpo. As medicgdes
de afinidade de HRG foram determinadas na auséncia (controlo)
ou presenca ou de 100 nM de anticorpo, ou fragmento Fab. Estas
experiéncias foram realizadas num formato de inibicgéo
competitiva com gquantidades crescentes de HRG nao marcado e
uma concentracdo fixa (35 pM) de '“’I-HRG. Para a experiéncia
de controlo (sem anticorpo) wutilizaram-se 1 x 10° células
4F9H3 para cada amostra. Devido as limitacgdes na gama dindmica
do teste, o numero de células 4E9H3 utilizadas para ligag¢ac na
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presenca quer de anticorpo, gquer de Fab foi reduzido para
2,5 x 10" células por amostra.

Reducdo de anticorpos de fosforilacdo estimulada por HRG.
As células Caov3 gue expressam naturalmente ErbB2 e ErbB3
foram pré-incubadas com 250 nM de anticorpo anti-ErbB3 3-8D6,
fragmentos Fab deste anticorpo, ou tampdo (controlo), durante
60 minutos a temperatura ambiente. O anticorpo anti-ErbB2, 2C4
(Fendly et al., Cancer Res., 50:1550-1558 (1990)) que se
verificou previamente que bloqueia a fosforilacdo de ErbB2
estimulada por HRG foi incluido como um controlo positivo. As
células foram entdo estimuladas com HRG a uma concentracgao
final de 10 nM durante 8 minutos a temperatura ambiente, ou
deixadas nao estimuladas. A reacgao foi parada removendo oS
sobrenadantes e dissolvendo as células em tampao de amostra de
SDS. Os lisados foram entdao corridos em SDS-PAGE. As
transferéncias de Western dos geles foram sondadas com anti-
fosfotirosina conjugada com peroxidase de rabano (Transduction
Labs) e as transferéncias foram visualizadas utilizando um
substrato qgquimioluminescente (Amersham). As transferéncias
foram pesquisadas com um densitdémetro de varrimento de
reflectéancia, como descrito em Holmes et al., Science,
256:1205-1210 (1992).

Reducdo do anticorpo da formagdo do complexo de proteina
ErbB2-ErbB3. As células Caov3 foram pré-incubadas com tampao
(controlo), anticorpo anti-ErbB3 3-8D6 250 nM ou
fragmentos Fab deste anticorpo ou o anticorpo anti-ErbB2 (2C4)
durante 60 minutos a temperatura ambiente, em seguida foram
tratadas com HRG 10 nM ou tampdo de controlo durante

10 minutos. As células foram lisadas em Tris 25 nM, pH = 7,5,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100™ a 1,0%, CHAPS a 1,0%,
glicerol a 10 v/v, contendo PMSF 0,2 mM, aprotinina

50 mTU/mL, e leupeptina 10 mM ("tampdo de lise"), e os lisados
brutos foram centrifugados brevemente para remover o material
insoluvel. Os sobrenadantes foram incubados com 3E8, um
anticorpo monoclonal especifico para ErbB2 (Fendly et al.,
Cancer Res., 50:1550-1558 (1990)), acoplado de forma covalente
a um suporte insoluvel (Affi Prep-10™, Bio-Rad). A incubacéao
foi realizada durante a noite a 4°C. 0Os imunoprecipitados
foram lavados duas vezes com tampao de lise arrefecido em
gelo, ressuspensos num volume minimo de tampdo de amostra de
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SDS e corridos em SDS-PAGE. As transferéncias de Western dos
géis foram entdo sondadas com um anti-ErbB3 policlonal (Santa
Cruz, Biotech). As transferéncias foram pesquisadas com um
densitdmetro de varrimento de reflectédncia, como descrito em
Holmes et al., Science. 256:1205-1210 (1992). Apds
visualizagdo com o substrato guimioluminescente ECL, as
transferéncias foram removidas e novamente sondadas com um
anti-ErbB2 policlonal (Santa Cruz Biotech). Um grafico em
duplicado sondado com anti-ErbB2 mostrou que quantidades
iguais de ErbB2 foram imunoprecipitadas a partir de cada
amostra.

Resultados

Um painel de anticorpos monoclonais dirigidos contra o
dominio extracelular de ErbB3 foi avaliado quanto a sua
capacidade de afectar a ligagdo de HRG a ErbB3. A pesquisa
inicial foi realizada incubando cada um dos anticorpos
purificados a uma concentracdo final de 100 nM com células
4E9H3 na presenca de ‘?’I-HRG. As células 4E9H3 sao
transfectantes de ErbB3 da linha celular de leucemia mieldide
humana K562. A linha celular K562 nao expressa receptores de
ErbB endbégenos ou HRG. Assim, a ligacdo de heregulina a
células 4E9H3 ocorre exclusivamente através de ErbB3. Apds
incubacdao das amostras durante a noite em gelo, mediram-se as
contagens associadas a células. Como se pode ver na Figura 1,
dois dos anticorpos monoclonais anti-ErDbB3 (2F9 e 3E9)
2I_HRG ligado a células 4E9H3 em
relagdo ao controlo (sem anticorpo). No entanto, varios outros

reduziram a quantidade de

aumentaram significativamente a ligacdo do 1ligando. Estes
resultados sugeriram que estes anticorpos anti-ErbB3 eram
capazes de aumentar a afinidade para a ligacdo de HRG e/ou
aumentar a disponibilidade de 1locais de ligacdo a HRG. Para
melhor caracterizar a influéncia destes anticorpos na ligacéao
de HRG a ErbB3, realizaram-se experiéncias de dose-resposta
utilizando o anticorpo 3-8D6 que aumentou a ligacdo de HRG. As
células 4E9H3 foram incubadas com 100 pM de '?’I-HRG na
presenca de concentracgdes crescentes do anticorpo 3-8D6. As
contagens associadas a células foram entao medidas apds uma
incubacdo durante a noite em gelo. Os resultados sao
apresentados na Fig. 2 como graficos de contagens associadas a
células versus concentracbes de anticorpo. H& uma correlacao
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entre a ligagao de HRG aumentada e a concentragdao de anticorpo
crescente. A ligacgdo de heregulina atingiu a saturacadao entre
10 e 100 nM de IgG. O valor de ECsy para o anticorpo 3-8D6 era
de 722 pM. Nao se observou nenhum decréscimo nas curvas de
dose-resposta a concentragdes de anticorpo elevadas, para
nenhum dos anticorpos.

A andlise de Scatchard da ligacdo de HRG foil determinada
na presenca destes anticorpos e os resultados sao apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1
Conjunto de dados Ky Locais/Célula
Controlo 1,2 x 107° 3,6 x 10°
MAcC 3-8D6 2,1 x 10°°° 2,4 x 10°
FAb 3-8D6 2,8 x 107 2,9 x 10°

Na auséncia do anticorpo, mediu-se uma Kd de 1200 pM para
a ligacao de HRG a ErbB3, o que estda de acordo com uma medigédo
de afinidade previamente medida da ligacdo de HRG a ErbB3. O
numero de locais de ligacado por célula foi determinado como
sendo de 36 000. Na presenca do anticorpo 3-8D6, a constante
de ligacadao medida para a ligacao de HRG é significativamente
aumentada para 210 pM. No entanto, o numero de locais de
ligagdao a HRG nao aumenta na presenga de 3-8D6.

Para determinar se o aumento na afinidade de ligacdo do
ligando ErbB3 era dependente do facto de o anticorpo ser
bivalente, fizeram-se experiéncias de ligacdo de HRG na
presenca de 100 nM de um fragmento Fab, preparado por digestao
com papaina do anticorpo 3-8D6. Os fragmentos Fab utilizados
para estas experiéncias foram purificados por cromatografia de
afinidade de proteina A e por cromatografia de filtracgao em
gel. Nao foi detectada nenhuma IgG intacta nesta preparacéo
purificada por SDS-PAGE. Como se pode ver na Figura 3, a
ligacdo de HRG na presenca do anticorpo intacto ou o Fab
resultante sao praticamente idénticos. A andlise de Scatchard
destes dados originou uma constante de dissociagdo para a
ligacdo de HRG na presenca de Fab de 280 pM e o numero de
receptores por célula determinado a partir desta experiéncia
também era essencialmente o mesmo que o do controlo. Estes
dados sao consistentes com os apresentados na Figura 2, em que
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as curvas de dose-resposta com o©s anticorpos intactos
apresentavam um patamar em vez de uma curva em forma de sino a
concentracdo de anticorpo mais elevada, quando a ligacao de
anticorpo univalente pode estar a ocorrer. Sem pretender estar
ligado a uma teoria particular, estes dados sugerem gue a
alteracdo na ligacdo de HRG observada na presenca destes
anticorpos nao requer um anticorpo bivalente.

O efeito do anticorpo 3-8D6 num teste de fosforilacado de
tirosina do receptor utilizando a linha celular de tumor de
ovarios Caov3 que co-expressa ErbB2 e ErbB3 foi analisado a
seguir. As células foram estimuladas com HRG 10 nM apds uma
pré-incubacao de 60 minutos, gquer com anticorpo 3-8D6 (a
250 nM) quer tampdo (controlo). Os lisados de células totais
foram analisados numa transferéncia de Western analisada com
anti-fosfotirosina. O tratamento com HRG nao estimulou a
fosforilacdao em células 4E9H3. O tratamento de células 4E9H3
com o anticorpo 3.8D6 nao induziu a fosforilacdo de ErbB3 por
si préprio, nem teve nenhum efeito na fosforilacgdo de tirosina
em células Caov3. Detectou-se um sinal de fosforilacdo de
tirosina acentuado numa proteina com um peso molecular de
~180 kDa apds estimulagdo com HRG. O tratamento de células
Caov3 com 2C4, um anticorpo especifico para ErbB2 conseguiu
blogquear o sinal de fosforilacdo de tirosina mediado por HRG.
Quando as células foram tratadas com o anticorpo anti-ErbB3
3-8D6 antes da estimulacdo com HRG, a fosforilacado de tirosina
também diminuiu. Por andlise densitométrica das transferéncias
anti-fosfotirosina de lisados de células totais, observou-se
que o 3-8D6 inibia o sinal de fosfotirosina a 180-185 kDa em
cerca de 80% (gama de 76-84%). Para este sinal contribuem os
residuos de fosfato de tirosina quer em ErbB3, quer ErbB2. O
tratamento de células Caov3 com os fragmentos Fab preparados a
partir do anticorpo 3-8D6 também reduziu a fosforilacgao
estimulada por HRG da banda de 180 kDa em relagdo ao controlo.
No entanto, a actividade inibitdéria de Fab era ligeiramente
menos potente do que a do anticorpo intacto.

O aumento na afinidade do receptor, mediado por anticorpo
3-8D6 em células que expressam ErbB3 isolado é andalogo ao
aumento na afinidade associada com a co-expressdo de ErbB2 com
ErbB3. Além disso, este anticorpo bloqueia a actividade de
guinase de ErbB2 estimulada por HRG em células que expressam
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ambos 0s receptores. Para determinar se o anticorpo anti-ErbB3
compete directamente com ErbB2 para a ligagdaoc a ErbR3,
realizaram-se uma série de experiéncias de co—
imunoprecipitacédo utilizando células Caov3. As células foram
pré—-incubadas quer com anticorpo, quer tampao (controlo) e em
seguida tratadas com HRG 10 nM durante 10 minutos. Os lisados
das células foram entdao imunoprecipitados com um anticorpo
monoclonal contra ErbB2. 0Os imunoprecipitados foram entéao
analisados por transferéncia de Western quanto a presenca de
ErbB3. Os resultados destas experiéncias indicaram que o ErbB3
estava presente no imunoprecipitado de ErbB2 do lisado celular
estimulado com HRG, mas nado no imunoprecipitado do lisado néo
estimulado. Estes dados sugerem que o HRG dirige a formagado de
um complexo ErbB2-ErbB3 em células Caov3. O ErbB3 nao era
detectdvel no imunoprecipitado da amostra tratada com o
anticorpo monoclonal anti-ErbB2, 2C4. Observou-se uma
diminuigdo significativa no sinal de ErbB3 quando as células
foram pré-incubadas com o anticorpo 3-8D6, ou o seu Fab
resultante, antes da estimulacdao com HRG. Estes dados indicam
que o anticorpo 3-8D6 1inibe a formagdo de um complexo ErbB2-
ErbB3 apds tratamento com HRG. A densitometria de wvarrimento
das transferéncias de Western de anti-ErbB3 de
imunoprecipitados anti-ErbB2 revelou que o sinal anti-ErbB3
(que 1indica o numero de complexos ErbB2-ErbB3 presentes)
também ¢é diminuido por 3-8D6 em cerca de 80% (gama 71,90%).
Quando as transferéncias em duplicado foram sondadas com anti-
ErbB2, estavam presentes quantidades equivalentes de ErbB2 em
todas as colunas.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(1) INFORMACAO GERAL:
(i) REQUERENTE: Genentech, Inc.
(ii) TITULO DA INVENCAO: Anticorpos de ErbB3
(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 5

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Genentech, Inc.
(B) RUA: 460 Point San Bruno Blvd
(C) CIDADE: South San Francisco
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: EUA
(F) CODIGO POSTAL: 94080
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(v) FORMATO LEGIVEL EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: disquete de 3,5 pol, 1,44 Mb
(B) COMPUTADOR: Compativel com PC IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: WinPatin (Genentech)

(vi) DADOS DO PRESENTE PEDIDO:
(A) NUMERO DE PEDIDO:
(B) DATA DE APRESENTACAO:
(C) CLASSIFICACAO:

(viii) INFORMACAO SOBRE REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOME: Lee, Wendy M.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 40,378
(C) NUMERO DE REFERENCIA/PROCESSO: P1003PCT

(ix) INFORMACAO PARA TELECOMUNICACOES:
(A) TELEFONE: 415/225-1994
(B) TELEFAX: 415/952-9881
(C) TELEX: 910/371-7168

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:1:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 11 aminoacidos
(B) TIPO: Aminodacido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:

Pro Lys Asn Ser Ser Met Ile Ser Asn Thr Pro
1 s 10 11

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 7 aminoacidos
(B) TIPO: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

His Gln Ser Leu Gly Thr Gln
1 5 7

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 aminoacidos
(B) TIPO: Aminodacido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:
His Gln Asn Leu Ser Asp Gly Lys
1 5 8
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 aminoacidos
(B) TIPO: Aminoacido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

His Gln Asn Ile Ser Asp Gly Lys
1 S 8

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 aminoacidos
(B) TIPO: Aminoacido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

Val Ile Ser Ser His Leu Gly Gln
1 5 8

Lisboa,
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo que se liga a proteina ErbB3 e
(i) reduz a formacdo induzida por heregulina de um

complexo de proteina ErbB2-ErbB3 numa célula gque expressa
ErbB2 e ErbB3 e

(ii) reduz a activacdo de ErbB2 induzida por heregulina
numa célula que expressa ErbB2 e ErbB3.

2. Anticorpo de acordo com a reivindicacdao 1 que também
aumenta a afinidade de ligacdo da heregulina relativamente a
proteina ErbB3.

3. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1 ou a
reivindicacéo 2 que é um anticorpo monoclonal.

4. Anticorpo de acordo com a reivindicacdao 3 que ¢é
humanizado.
5. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1 a 3, que é humano.

6. Anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1 a 5 que é um fragmento de anticorpo.

7. Fragmento de anticorpo de acordo com a
reivindicacgdo 6 que é um Fab.

8. Anticorpo que se liga ao epitopo ligado pelo
anticorpo 8B8 que se pode obter a partir da linha celular de
hibridoma ATCC N° HB-12070.

9. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 8 que se
pode obter a partir da linha celular de hibridoma ATCC N°
HB-12070.

10. Anticorpo gque tem as regides determinantes de
complementaridade do anticorpo 8B8 que se pode obter a partir
da linha celular de hibridoma ATCC N° HB-12070.

11. Anticorpo de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagdes 1 a 10 que é marcado.
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12. Anticorpo de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagdes 1 a 11 gue estd imobilizado numa fase sdlida.

13. Composigado compreendendo o anticorpo de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10 e um transportador
farmaceuticamente aceitéavel.

14. Linha celular que produz o anticorpo de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes 1 a 10.

15. Linha celular de hibridoma que produz o anticorpo
8B8 (ATCC N° HB-12070).

16. Anticorpo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10 para utilizacdo num método de tratamento
médico.

17. Utilizacao de um anticorpo de acordo com qualqgquer
uma das reivindicagdes 1 a 10 no fabrico de um medicamento
para o tratamento de uma condicdo em que ocorre a activacao
excessiva do complexo de proteina ErbB2-ErbB3, tal como
tumores benignos e malignos; leucemias e malignidades
linfdides; disturbios neuronais, gliais astrociticos,
hipotaldmicos e outros disturbios glandulares, macrofagicos,
epiteliais, estromais e blastocélicos; e disturbios
inflamatérios, angiogénicos e imunoldgicos.

Lisboa,
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