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“ANTICORPO OU UM FRAGMENTO DE LIGACAO DE ANTIGENO DO MESMO,
COMPOSTO, USO E SEU METODO DE PRODUGAO”

[0001] A presente invencdo refere-se aos inibidores de TG2 e meétodos para
fornecimento e uso de tais inibidores.

[0002] A transglutaminase tipo 2 (TG2; também conhecido como tecido de
transglutaminase, TTG) é parte da familia mais ampla de transglutaminase 9
membro que inclui o Factor XllI, que é critica para a coagulagdo do sangue, bem
como de queratindcitos transglutaminase (TG1) e transglutaminase Epidérmico
(TG3) que estdo envolvidos na diferenciacdo terminal de queratindcitos. Além
disso, ha outros membros da familia, tais como TG TG tipos 4-7, onde nenhum
papel definitivo sido identificados até a data.

[0003] TG2 fungBes primariamente como uma proteina de enzima de ligacdo
cruzada por catalisar a formacao de € (y-glutamil) lisina ligaces iso-dipéptido. A
expressao elevada de TG2 leva a proteina aberrante reticulacdo que tem sido
associado com varias patologias, incluindo varios tipos de tecido cicatricial, a
formacdo de emaranhados neurofibrilares em varios disturbios cerebrais e
resisténcia a quimioterapia em alguns cancérs. TG2 também é capaz de deamidate
proteinas. TG2 deamidates gliadina e o complexo TG2/gliadina é o auto-
antigenoprimario em doencga celiaca. Além disso, TG2 tem uma fungéo de ligacédo
a GTP e podem actuar como uma GTPase, embora isto ndo tenha sido ligada a um
papel patologico.

[0004] Atividade elevada TG2 esta principalmente associada a cicatrizacado anormal
de feridas [1] que conduz ao figado [2], pulmonar [3], coracdo [4] e fibrose renal,
[5], bem como aterosclerose [6]. O processo de formacdo de cicatrizes e fibrose
esta associada ao aumento da sintese e, mais importante, levantada exportagéo
de TG2 para o espaco intersticial. Uma vez fora da célula, TG2 é capaz de formar
ligacdes cruzadas da matriz extracelular (ECM) proteinas, tais como a fibronectina
e colageno [7], através da incorporacdo de um ¢ (y-glutamil) lisina ligacao di-péptido

[8]. Estudos tém mostrado que esta pode acelerar a deposicdo de componentes
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ECM disponiveis, enquanto, ao mesmo tempo que confere resisténcia a depuracao
proteolitica pela metaloproteinase de matriz do sistema (MMP) [9, 10]. Tomados
em conjunto, o que provoca uma acumulacdo de proteinas da MEC e, assim, 0
tecido cicatricial [9]. Além disso, TG2 tem um papel emergente na ativagéo de TGF-
B1 no processo de cicatrizagcdo [11], e também tem sido associada a vias de
ativacado de necrose tumoral factor a [13] interleucina-6 [12] e.

[0005] A inibicdo da TG2 in vitro diminui os niveis de matriz extracelular [14],
engquanto as células derivadas de camundongos knockout TG2 tém niveis mais
baixos de ECM madura [9]. Na aplicac&o in vivo de inibidores de TG pan em
modelos de doenca renal cronica reduzir o desenvolvimento de glomerulosclerose
e fibrose tubulointersticial preservacdo da funcdo renal [15, 16]. Beneficios
semelhantes sdo observados nos ratos knockout TG2 submetido a obstrugéo
ureteral unilateral [17].

[0006] Existem varias doencas neurodegenerativas caracterizadas pela presenca
de agregados de proteina na regido degenerativa do cérebro que TG2 tem sido
implicado na formac&o. A melhor caracterizada na coreia de Huntington. Proteina
Huntington (htt) contém expandiu repete poliglutaminicas no seu dominio N-
terminal. Do tipo selvagem htt contém menos de 35 glutaminas consecutivos
enquanto htt relacionada com a doenca geralmente tem mais de 40 glutaminas
consecutivos que o torna um excelente substrato TG2. Subsequentemente, 0s
agregados insoluveis sdo formados no corpo estriado e no cortex de pacientes com
doenca de Huntington. A frequéncia de agregados correlaciona-se bem com a
gravidade da doenca.

[0007] A doenca de Alzheimer é caracterizada pela presenca de placas senis
extracelulares compostas por agregados amiléides [B-proteina e emaranhados
neurofibrilares intracelulares que consistem de uma forma altamente fosforilada da
proteina tau. Estas placas contém grandes quantidades de € (y-glutamil) lisina

titulos iso-dipeptideo.
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[0008] Finalmente, uma caracteristica da doenca de Parkinson € a presenca de
agregados de alfa-sinucleina chamada corpos de Lewy no citoplasma de neurdnios
afectados que contém novamente ¢ (y-glutamil) lisina ligacdes iso-dipéptido. Todas
as proteinas acima mencionadas sdo bons substratos de TG2 in vitro. Além disso,
a regido afetada do cérebro contém niveis mais elevados de proteina TG2 de
regibes nao afetadas do cérebro nos mesmos pacientes. A correlacdo entre a
especificidade de substrato para as proteinas agregadas TG2 relevante doencas e
aumento dos niveis de expressdo de TG2 sugerem um papel para TG2
enzimaticamente ativa em cada uma das doencas.

[0009] Inibidores de TG foram mostrados para exercer efeitos terapéuticos em
varios modelos biolégicos de doencas neurodegenerativas. Em um modelo de
cultura de células de doencas transfeccdo de COS-7 de Parkinson células com alfa-
sinucleina e TG2 simultaneamente, agregados covalentes -sinuclea, que lembra de
corpos de Lewy na doenca, a forma de Parkinson e sdo dependentes TG2
enzimaticamente ativa desde os C277S inativo TG2 mutante ndo induzir a formacéo
de agregados. O tratamento destas células co-transfectadas com cistamina reduziu
significativamente a quantidade de agregados de alfa-sinucleina, bem como a
percentagem de células contendo os agregados. Houve outros dois relatérios em
gue as proteinas com o comprimento normal e proteinas poliglutaminica repeticéo
expandidas, representativo de doencas CAG expandidas, tais como a doenca de
Huntington, tém sido transfectados em linhas celulares e mostradas para formar
agregados. O tratamento destas linhas de células com o TG monodansylcadaverine
inibidor competitivo levou a uma diminuicdo da fragmentacéo nuclear, enquanto
gue o tratamento com cistamina chumbo tanto a um decréscimo na fragmentacéo
nuclear, e uma diminuicdo na formacdo de agregados de proteina. Um exemplo de
um inibidor da pan TG é 1,3-Dimetil-2 - [(2-oxo-propil) tio] imidazdlio cloreto de que
esta disponivel a partir de Zedira GmbH e referida em varias publicagdes como
NTU283 ou r283.
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[00010] A cistamina tem um efeito terapéutico benéfico quando administrado
in vivo em modelos de rato da doenca de Huntington. Huntington R6 / 2 ratos que
receberam doses de cistamina mostraram melhora da fungcdo motora, perda de
peso menos grave, e aumento da sobrevida em relacdo aos controles ndo-tratados.
E importante notar que a atividade ex vivo TG2 em homogeneizados de cérebro
era menor apés a dosagem com a cistamina, pelo menos, 60 minutos apos a
injecdo. Em um outro modelo de rato da doencga de Huntington, a estirpe YAC128,
cistamina foi capaz de diminuir o nivel de atrofia do estriado, mas incapaz de
melhorar o peso do animal ou da funcé&o motora, o que indica um efeito benéfico da
cistamina no nivel celular e tecidual, mas ndo nos sintomas da doenca .

[00011] Provavelmente, a evidéncia mais convincente de que o efeito
terapéutico benéfico da cistamina em ratinhos Huntington é independente da
inibicdo TG2 veio de cruzar a R6/2 Huntington rato com orato knockout TG2
para criar uma estirpe susceptivel a neurodegeneracdo na auséncia de TG2.
[00012] Quando a R6/2 TG2 -/- ratos foram tratados com cistamina, a melhora
da funcdo motora e aumento da expectativa de vida ndo foram estatisticamente
diferentes da melhora observada em R6/2 TG2 +/+ camundongos tratados com
cistamina. Além disso, R6/1 e R6/2 TG2 -/- ratos tinham niveis aumentados de
agregados de proteinas neuronais em compara¢do com R6/ e R6/2 TG2 +/+
ratinhos, sugerindo um mecanismo de agregacdo de proteinas independente da
atividade de transamidacdo TG2 nestes modelos. No entanto, é de salientar que
R6/2 TG2 -/- ratos mostraram um atraso no aparecimento da disfuncdo motora e a
sobrevivéncia melhorada em comparagao com R6/2 TG2 +/+ ratinhos / implicando
um papel para TG2 na patogénese da morte neuronal no R6/2 modelo.

[00013] TG2 também esta fortemente implicado na doencga celiaca que afeta
1 em cada 100 pessoas na Europa Ocidental. Doenca celiaca é uma doenca
inflamatdria mediada por células T do intestino delgado causada por uma classe de
proteinas chamadas prolaminas encontrada no trigo, cevada e centeio. O elevado

teor de prolina e glutamina destas proteinas tornam resistente aos naturais
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gastricos, pancreatico, e proteases intestinais, e peptidases durante a digestdo. Os
fragmentos peptidicos resultantes permanecem assim nao digeridos para o
intestino delgado e ganhar acesso a lamina propria do intestino, onde, apés a
modificacdo por TG2, eles podem estimular uma resposta imune mediada por
células T, levando a uma inflamacéao e destruicdo da arquitetura intestinal. Intestinal
TG2 deamidates residuos de glutamina especificas nos péptidos prolamina para
residuos glutamato. Em HLA-DQ2 / 8 individuos estes péptidos modificados sao
apresentados a células T autoreativas correspondente por moléculas MHC classe
[I. Embora prolaminas tenham um elevado teor de glutamina (cerca de 30-35%),
apenas alguns destes residuos de glutamina sédo alvo de TG2 humano. Uma
excelente correlagéo entre a especificidade de substrato TG2, afinidade de ligacéo
DQ2, e célula T potencial estimulador das prolaminas tratadas-TG2 sugere
fortemente que o péptido é mediada por desamidacdo TG2 e desempenha um
papel significativo na determinacdo da severidade da doenca. Além disso, 0s
pacientes com doenca celiaca gerar uma resposta de auto-anticorpos para 0s
complexos TG2-gliadina. Estes anticorpos anti-TG2 sdo encontrados tanto no
intestino delgado, onde eles tém sido mostrados para co-localizar com TG2
extracelular, e no sangue, onde séo explorados como marcador de diagndéstico da
doenca.

[00014] Apesar da falta de modelos animais de doenca celiaca, ex vivo, as
experiéncias indicam que a inibicdo TG2 tem o potencial de beneficiar pacientes
com doenca celiaca. A cultura de celiacos pequenas bidpsias intestinais de
pacientes tratados com qualquer TG2 (desamidados) ou nédo-tratada TG2 (nao
desamidada) gluten digere ambos resultou na geracdo de linhas de células T de
pacientes que preferencialmente reconhecido péptidos desamidados glaten em vez
de glaten peptideos ndo desamidada. Além disso, bloqueando a atividade de TG2
endogena nas biopsias celiacos com cistamina mais do que metade das linhas de
células T resultantes tinham respostas proliferativas reduzida em compara¢do com

os controles ndo-tratados com cistamina. Linhagens de células ndo respondem
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bem aos resumos ndo desamidadas. Estes resultados implicam que os glaten
responsivo populacbes de células T em bidpsias intestinais celiacos sao
naturalmente inclinado para reconhecer péptidos desamidados glaten em oposi¢céo
aos péptidos ndo desamidada, que a atividade TG2 enddgena nestes bidpsias pode
resultar em gluten péptido desamidacéo in situ e que o tratamento de bidpsias
celiacos com inibidores de TG2 pode reduzir a resposta proliferativa de células T
reativas com gluten.

[00015] Outro estudo demonstrou que o inibidor da pan-TG 2 - [(2-oxopropil)
tio] imidazélio inibidor foi capaz de impedir a reticulacéo in situ de péptidos do gluten
de proteinas endogenas em finas secc¢des de tecido tiradas de ambos os pacientes
e controles de vazamento celiacos. Mais importante ainda, os autores
demonstraram que a incubacao de celiacos intacta pequenas biopsias intestinais
com 2 - [(2-oxopropil) tio] imidazdlio impedida a ativacao de células T induzida pela
forma ndo desamidada de um péptido imunodominante glaten. Em contraste, a
inibicdo TG era ineficaz a controlar a ativacdo das células T quando as biopsias
foram incubados com a versdo desamidada do mesmo péptido. Estes resultados
sugerem que a inibicdo da TG2 enddgeno em bidpsias de pacientes com doenca
celiaca pode impedir péptido gluten desamidacao e, por conseguinte, reduzir a
ativacao de células-T.

[00016] Varias observac6es apoiam a hipétese de que TG2 desempenha um
papel no desenvolvimento de certos tipos de cancér. Varios estudos tém mostrado
gue a proteina TG2 é sobre-regulada no tecido canceroso em relacdo ao tecido
saudavel em cancérs, tais como glioblastomas, melanomas malignos, e os
adenocarcinomas do ducto pancreatico para citar alguns. Uma correlacdo positiva
entre a resisténcia e quimioterapéutico potencial metastatico de alguns tipos de
cancér, com os niveis de expressado de TG2 foi demonstrada, enquanto que em
certos tipos de células TG2 demonstrou exercer efeitos anti-apoptoéticos em células
siRNA enquanto a sub-regulacdo dos niveis de TG2 ou tratamento de expressao

de proteinas com inibidores de TG2 sensibiliza as células para a apoptose. Por
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outro lado, ha também relatos de down-regulacdo da expressdo TG2 em certos
tipos de cancer [18]. Recentemente, tem sido mostrado que TG2 é um parceiro de
ligagcdo para GPR56, uma proteina regulada para baixo em células de cancér
altamente metastaticas, sugerindo que TG2 pode actuar como uma proteina
supressora de tumor através da sua interacdo com GPR56 [18].
Inibidores de transglutaminase atuais caem em trés classes principais: 1) inibidores
da amina competitivas (por exemplo, cistamina e espermina) que competem com
substratos de aminas naturais; 2) inibidores reversiveis alostéricos tais como GTP
e uma classe recentemente descoberta de compostos com uma tieno [2,3-d]
pirimidin-4-ona acil-hidrazida espinha dorsal; e 3) os inibidores irreversiveis,
incluindo 2-[(2-oxopropil) tio] imidazdlio derivados (acetilato do local ativo cisteina),
3-halo-4,5-dihydroisoxazoles (formar um iminothioether estavel no sitio ativo) e
carbobenziloxi-L-glutaminil andlogos de glicina com uma variedade de porcdes
reativas inseridos.

[00017] A maioria tem sido utilizado nos sistemas experimentais acima e
mostrado resultados benéficos. No entanto, nenhum destes inibidores da isoforma
TG mostra especificidade como todos eles tém como alvo a triade catalitica
conservada dentro do ndcleo catalitico da familia transglutaminase. Por
conseguinte, todos potencialmente tém a desvantagem de co-inibicdo do Factor
Xllla, TG1 e TG3, que impede eficazmente a sua aplicagédo na doen¢ca humana,
devido aos efeitos secundarios que podem ser esperados.

[00018] O documento WO 2006/100679 descreve um anticorpo especifico
anti-TG2 produzida por tecnologia recombinante a partir de amostras recolhidas a
partir de trés pacientes adultos com doenca celiaca com titulos elevados de
anticorpos anti-TG2.

[00019] Dada a associacdo de TG2 com numerosos estados de doenca e
dados convincentes de inibidores ndo especificos, existe uma necessidade de
inibidores de TG2 altamente seletivos e de alta eficacia, com efeitos minimos fora
do alvo.
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[00020] A listagem ou discussdo de um documento antes aparentemente-
publicado nesta especificacdo nédo deve, necessariamente, ser tido como um
reconhecimento de que o documento faz parte do estado da arte ou de
conhecimento geral comum.

[00021] Em um primeiro aspecto, a presente invencdo proporciona um
anticorpo ou um fragmento de ligacdo ao antigeno que se liga seletivamente a um
epitopo dentro da regido de nucleo de transglutaminase tipo 2 (TG2).

[00022] Em certas formas de realizagdo, prevé-se que 0 anticorpo ou
fragmento de ligac&o ao antigeno ira ligar-se seletivamente a um epitopo dentro da
regidao de nucleo de TG2 humano, TG2 de rato, e/ou TG2 um rato. Numa forma de
realizacdo particularmente preferida, o TG2 é TG2 humano.

[00023] As sequéncias de aminoacidos completos TG2 de humano, rato e
camundongo podem ser encontradas sob o Genbank numeros de adesédo
NM_004613, NM_019386.2 e NM_009373.3. A parte de codificacdo destas
sequéncias sao as seguintes:

[00024] Sequéncia de nucleétidos TG2 Humano:
atggccgaggagctggtcttagagaggtgtgatctggagctggagaccaatggccgagaccaccacacggecg
acctgtgccgggagaagcetggtggtgcgacggggcecagceccttctggetgaccctgeactttgagggecgcaact
acgaggccagtgtagacagtctcaccttcagtgtcgtgaccggcccagceccctagccaggaggecgggaccaa
ggcccgttttccactaagagatgctgtggaggagggtgactggacagccaccgtggtggaccagcaagactgca
ccctetegetgcagcetcaccaccccggcecaacgceccccatcggectgtatcgectcagectggaggcecteeactg
gctaccagggatccagctttgtgctgggcecacttcattttgcetcttcaacgcctggtgecccageggatgetgtgtacct
ggactcggaagaggagcggcaggagtatgtcctcacccagcagggctttatctaccagggctcggecaagttca
tcaagaacataccttggaattttgggcagtttgaagatgggatcctagacatctgcctgatccttctagatgtcaaccc
caagttcctgaagaacgccggccgtgactgcetcccgecgcagcagcecccgtctacgtgggecgggtggtgagtg
gcatggtcaactgcaacgatgaccagggtgtgctgctgggacgctgggacaacaactacggggacggcegtcag
ccccatgtcectggatcggcagegtggacatcctgeggegcetggaagaaccacggcetgecagegegtcaagtatg
gccagtgcetgggtcttcgecgecegtggectgcacagtgetgaggtgectgggceatcectaccegegtegtgaccaa

ctacaactcggcccatgaccagaacagcaacctictcatcgagtacttccgcaatgagtttggggagatccagggt
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gacaagagcgagatgatctggaacttccactgctgggtggagtcgtggatgaccaggccggacctgcagecgg
ggtacgagggctggcaggccctggacccaacgccccaggagaagagcgaagggacgtactgetgtggecca
gttccagttcgtgccatcaaggagggcgacctgagcaccaagtacgatgcgcecctttgtctttgcggaggtcaatg
ccgacgtggtagactggatccagcaggacgatgggtctgtgcacaaatccatcaaccgttccctgatcgttgggct
gaagatcagcactaagagcgtgggccgagacgagcgggaggatatcacccacacctacaaatacccagagg
ggtcctcagaggagagggaggccttcacaagggcgaaccacctgaacaaactggccgagaaggaggagac
agggatggccatgcggatccgtgtgggccagagcatgaacatgggcagtgactttgacgtctttgcccacatcac
caacaacaccgctgaggagtacgtctgccgcectectgetetgtgecccgeaccgtcagctacaatgggatcettggg
gcccgagtgtggcaccaagtacctgctcaacctcaacctggagcectttctctgagaagagcegttectctttgcatect
ctatgagaaataccgtgactgccttacggagtccaacctcatcaaggtgcgggcecctcctcgtggagccagttate
aacagctacctgctggctgagagggacctctacctggagaatccagaaatcaagatccggatccttggggagec
caagcagaaacgcaagctggtggctgaggtgtccctgcagaacccgctcectgtggecctggaaggcetgeacct
tcactgtggagggggccggcctgactgaggagcagaagacggtggagatcccagaccccgtggaggcaggg
gaggaagttaaggtgagaatggacctgctgccgctccacatgggcctccacaagcetggtggtgaacttcgagag
cgacaagctgaaggctgtgaagggcttccggaatgtcatcattggcceccgectaa

Sequéncia de aminoacidos TG2 Humano:
MAEELVLERCDLELETNGRDHHTADLCREKLVVRRGQPFWLTLHFEGRNYEAS
VDSLTFS
VVTGPAPSQEAGTKARFPLRDAVEEGDWTATVVDQQDCTLSLQLTTPANAPIGL
YRLSLE
ASTGYQGSSFVLGHFILLFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGSAKFI
KNIPW
NFGQFEDGILDICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQ
GVLLGR
WDNNYGDGVSPMSWIGSVDILRRWKNHGCQRVKYGQCWVFAAVACTVLRCLG
IPTRVVTN
YNSAHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEG
WQALDPT
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PQEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDDGSVHK
SINRSL
IVGLKISTKSVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGMAM
RIRVG
QSMNMGSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGILGPECGTKYLLNLNLE
PFSEK
SVPLCILYEKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVINSYLLAERDLYLENPEIKIRILGEPKQ
K
RKLVAEVSLOQNPLPVALEGCTFTVEGAGLTEEQKTVEIPDPVEAGEEVKVRMDLL
PLHMG

LHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVIIGPA*

Rato sequéncia TG2 Nucleotide:
Atggccgaggagctgaacctggagaggtgcgatttggagatacaggccaatggecgtgatcaccacacggcec
gacctgtgccaagagaaactggtgctgcggcgaggcecagcegcttccggcetgacactgtacttcgagggcecgtgg
ctatgaggccagcgtggacagacttacatttggtgccgtgaccggcccagatcccagtgaagaggcagggacce
aaggcccgcttctcactgtctgacgatgtggaggagggatcctggtcagectctgtgctggaccaacaggacaat
gtcctctcgetgcagcetctgcaccccagecaatgctectgttggecagtaccgectcagectggagacttctactgg
ctaccaaggctccagcttcatgctgggtcacttcatcctgcetcttcaatgcctggtgcccagcggatgacgtgtacct
agattcagaggcggagcgccgggaatacgtcctcacacagcagggcttcatctaccagggcetctgtcaagttcat
caagagtgtgccttggaactttgggcagtttgaggatgggatcctggatgcctgectgatgcttttggatgtgaaccc
caagttcctgaaggaccgtagccgggactgctcacgacgcagcagtcccatctatgtgggecgegtggtgageg
gcatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgcttctgggtcgctgggacaacaattatggggacggtatcagtcc
catggcctggattggcagcgtggacattctgcggcgetggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtatggec
agtgctgggtgtttgcggeggtagcectgcacagtgctgeggtgecttggcatcecctaccagagtggtgaccaacta
caactccgcccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaacgagtacggggagcetggagag
caacaagagcgagatgatctggaatttccactgctgggtggagtcctggatgaccaggccagacctacagccag
gctatgaggggtggcaggccattgaccccacaccgcaggagaagagcgaaggaacatactgttgtggcccagt
ctcagtgcgggccatcaaggagggtgacctgagcaccaagtatgatgcgtecttcgtgtttgccgaggtcaacgct
gatgtggtggactggatccggcagtcagatgggtctgtgctcaaatccatcaacaattcecetggtcgtggggeaga
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agatcagcactaagagcgtgggccgtgatgaccgggaggacatcacctatacctacaagtacccagaggggtc
cccagaggagagggaagtcttcaccagagccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggg
gtggccatgcggatccgagtgggggatggtatgagcettgggcaatgactttgacgtgtttgcccacatcggcaacg
acacctcggagagccgtgagtgccgcctcctgetctgtgeccgeactgtcagctacaacggegtgetggggeccg
agtgtggcactgaggacatcaacctgaccctggatccctactctgagaacagcatcccccttcgcatcctctacga
gaagtacagcggttgcctgaccgagtcaaacctcatcaaggtgcggggtctectcgtcgagccagecgctaaca
gctacctgctggctgagagagatctctacctggagaatcctgaaatcaagatccggatcctgggggageccaag
cagaaccgcaaactggtggctgaggtgtccctgaagaacccactttctgattccctgtatgactgtgtcttcactgtg
gagggggctggcctgaccaaggaacagaagtctgtggaggtctcagaccctgtgccagcaggagatgcggtca
aggtgcgggttgacctgttcccgactgatattggcctccacaagttggtggtgaacttccagtgtgacaagctgaagt
cggtcaagggttaccggaatatcatcatcggcccggcectaag

Rato sequéncia de aminoacidos TG2:
MAEELNLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGQRFRLTLYFEGRGYEASV
DRLTFG
AVTGPDPSEEAGTKARFSLSDDVEEGSWSASVLDQQDNVLSLQLCTPANAPVG
QYRLSLE
TSTGYQGSSFMLGHFILLEFNAWCPADDVYLDSEAERREYVLTQQGFIYQGSVKFI
KSVPW
NFGQFEDGILDACLMLLDVNPKFLKDRSRDCSRRSSPIYVGRVVSGMVNCNDDQ
GVLLGR
WDNNYGDGISPMAWIGSVDILRRWKEHGCQQVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGI
PTRVVTN
YNSAHDQNSNLLIEYFRNEYGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEG
WQAIDPT
PQEKSEGTYCCGPVSVRAIKEGDLSTKYDASFVFAEVNADVVDWIRQSDGSVLK
SINNSL
VVGQKISTKSVGRDDREDITYTYKYPEGSPEEREVFTRANHLNKLAEKEETGVA
MRIRVG
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DGMSLGNDFDVFAHIGNDTSESRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDP
YSENS
IPLRILYEKYSGCLTESNLIKVRGLLVEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRILGEPKQ
NR
KLVAEVSLKNPLSDSLYDCVFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDAVKVRVDLF
PTDIGL

HKLVVNFQCDKLKSVKGYRNIIGPA*X

Rato TG2 sequéncia de nucleoétidos:
atggcagaggagctgctcctggagaggtgtgatttggagattcaggccaatggccgtgaccaccacacggecga
cctatgccaagagaaactggtgcetgegtcgtggtcagegcttccggcetgactctgtacttcgagggcecgtggctacg
aggccagcgtggacagcctcacgttcggtgcetgtgaccggcccagatcccagtgaagaggcagggaccaagg
cccgcttctcactgtctgacaatgtggaggagggatcttggtcagectcagtgctggaccaacaggacaatgtcctc
tcgctacagctctgcaccccagcecaatgcetcectattggectgtaccgtctcagectagaggcttctactggcetaccag
ggctccagctttgtgctgggccacttcatcctgetctacaatgectggtgecccagecgatgatgtgtacctagactca
gaggaggagcgacgggaatatgtccttacgcaacagggcttcatctaccaaggctctgtcaagttcatcaagagt
gtgccttggaactttgggcagtticgaggatggaatcctggatacctgcectgatgctcttggatatgaaccccaagttc
ctgaagaaccgtagtcgggactgctcacgccgcagcagtcccatctatgtgggecgegtggtgagegecatggte
aactgcaatgatgaccagggtgtgcttctgggccgcetgggacaacaactatggggatggtatcagtcccatggect
ggattggcagtgtggacattctgcggcgctggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtacgggeagtgetgg
gtgtttgcagcggtggcectgcacagtgctgcggtgectcggcatccctaccagagtggtgaccaactacaactceg
cccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaatgagttcggggagcetggagagcaacaaga
gcgagatgatctggaacttccactgctgggtggagtcctggatgaccaggccagacctacagecgggctatgag
gggtggcaggccattgaccccacaccacaggagaagagcgaagggacatactgttgtggcccagtctcagtge
gagccatcaaggagggagacctgagtaccaagtatgatgcacccttcgtgtttgccgaggtcaacgctgatgtggt
ggactggatccggcaggaagatgggtctgtgctcaaatccatcaaccgttccttggtcgtggggcagaagatcag
cactaagagtgtgggccgtgatgaccgggaggacatcacccatacctacaagtacccagaggggtcacccga
ggagagggaagtcttcaccaaggccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggggtggcec
atgcgcatccgagtgggggacagtatgagcatgggcaacgacttcgacgtgtttgcccacatcggcaacgacac
ctcggagactcgagagtgtcgtctcctgetctgtgcccgeactgtcagctacaacggggtgctggggeccgagtgt
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ggcactgaggacatcaacctgaccctggatccctactctgagaacagcatcccacttcgaatcctctacgagaag
tacagcgggtgcctgacagagtcaaacctcatcaaggtgcggggccttctcatcgaaccagctgccaacagcta
cctgctggctgagagagatctctacctggagaatcccgaaatcaagatccgggtcctgggagaacccaagcaa
aaccgcaaactggtggctgaggtgtccctgaagaacccactttccgatcccctgtatgactgcatcttcactgtgga
gggggctggectgaccaaggagcagaagtctgtggaagtctcagacccggtgccagegggcegatttggtcaag
gcacgggtcgacctgttcccgactgatattggcctccacaagcetggtggtgaacttccagtgtgacaagcetgaagt
cggtgaagggttaccggaatgttatcatcggcccggcctaa

TG2 sequéncia de rato de Aminoacidos:
MAEELLLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGQRFRLTLYFEGRGY
EASVDSLTFGAVTGPDPSEEAGTKARFSLSDNVEEGSWSASVLDQQDNVL
SLQLCTPANAPIGLYRLSLEASTGYQGSSFVLGHFILLYNAWCPADDVYL
DSEEERREYVLTQQGFIYQGSVKFIKSVPWNFGQFEDGILDTCLMLLDMN
PKFLKNRSRDCSRRSSPIYVGRVVSAMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGIS
PMAWIGSVDILRRWKEHGCQQVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDQNSNLLIEYFRNEFGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPG
YEGWQAIDPTPQEKSEGTYCCGPVSVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNAD
VVDWIRQEDGSVLKSINRSLVVGQKISTKSVGRDDREDITHTYKYPEGSP
EEREVFTKANHLNKLAEKEETGVAMRIRVGDSMSMGNDFDVFAHIGNDTS
ETRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDPYSENSIPLRILYEKY
SGCLTESNLIKVRGLLIEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRVLGEPKQNR
KLVAEVSLKNPLSDPLYDCIFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDLVKAR
VDLFPTDIGLHKLVVNFQCDKLKSVKGYRNVIIGPA

[00025] Os presentes inventores levantaram a TG2 anticorpos por imunizagao
de murganhos com uma proteina recombinante que abrange os aminoacidos 143-
473 do nacleo TG2 humano. O hibridoma foram rastreados quanto a especificidade
e TG2 inibicdo com quaisquer candidatos adequados clonado. IgG foi purificada a
partir destes para calcular a eficacia e o epitopo alvo mapeado por rastreio de uma
biblioteca humana TG2 por exibicao em fagos.

A presente abordagem para a producdo de anticorpos contra TG2 usando uma
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proteina recombinante nucleo TG2 ndo foi experimentado antes e
surpreendentemente que conduziu ao isolamento e caracterizacdo de anticorpos
para TG2 que eram altamente seletivo para TG2 e apresentaram fortes
caracteristicas inibidoras. As tentativas anteriores para aumentar 0s anticorpos
para TG2 levaram ao isolamento de anticorpos relativamente ndo seletivas que
reagem de forma cruzada com outros membros da familia de transglutaminase e,
portanto, ndo representaria anticorpos promissores para uso clinico. Os anticorpos
da presente invengédo por outro lado, sdo candidatos promissores para ensaios
clinicos para doencas ou exacerbadas pela mediadas pela atividade TG2.

[00026] E surpreendente que a abordagem no presente pedido levou a
producado de anticorpos muito mais eficazes do que os produzidos anteriormente.
N&o havia nenhuma garantia de que ele teria sido possivel produzir anticorpos que
sao inibidores eficazes de TG2 por imunizacdo com a regido do nucleo. Como
indicado acima, os anticorpos que sao inibidores eficazes pode nao ser suficiente
para TG2 especifico a ser utilizado eficazmente em medicina. E surpreendente que
0s anticorpos para as regides divergentes, em patrticular, as regides do nucleo que
divergem ligeiramente entre diferentes membros da familia de transglutaminase de
TG2) sao inibidores eficazes e seletivos de TG2.

[00027] Sem estar limitado por qualquer teoria, pensamos que por criar
anticorpos para uma proteina menor que cobre apenas o nucleo central, ndo sé
eliminam alguns dos epitopos imunoldgicos favorecidas presentes na proteina de
comprimento completo, mas também a forca do nucleo de direcionamento. Isto
parece aumentar a variedade de anticorpos disponiveis para selecéo e fornece uma
cobertura mais ampla do nucleo.

[00028] Imunizacdo com apenas o nucleo TG2 removida grande parte da
estrutura terciaria da enzima (em especial os dois dominios do terminal carboxilo
beta barril). E possivel que alguns dos epitopos que pode ser inferior, talvez,
disponivel ou imunogénico dentro de um comprimento completo TG2 molécula

nativa podem ser epitopos mais atraentes com o nucleo no formato aqui descrito.
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Os anticorpos aqui descritos reconhecem epitopos lineares (isto é, ligados a TG2
num gel de SDS PAGE a reduc¢éo), enquanto que 80% dos anticorpos isolados que
anteriormente usando TG2 comprimento completo como imunogénio foram:
conformacdo dependentes. Fomos capazes de demonstrar que o dominio do
nucleo recombinante reteve a atividade da enzima, e assim o isolamento de
anticorpos inibitérios foi provavelmente ajudado pela exposicdo de epitopos menos
favoraveis anteriormente localizados em ou perto do local ativo. E interessante e
surpreendente que os anticorpos inibitérios para TG2 humano foram criados
através da imunizacdo com o nucleo dado que a proteina recombinante de nucleo
podem ndo mostrar as mesmas caracteristicas de dobragem como a proteina de
comprimento completo.

[00029] O nucleo catalitico TG é altamente conservada entre os membros da
familia TG e entre espécies. Isto sugere que o desenvolvimento de inibidores de
moléculas pequenas nao sO especificas, mas também de inibidores a base de
anticorpos pode ser tecnicamente exigente. No entanto, a presente divulgacao
fornece anticorpos que séo altamente seletivos. Que isto seja possivel pode refletir
o facto de que existem algumas regides dentro do dominio catalitico TG2 onde
existe alguma heterogeneidade. Os presentes anticorpos podem, por conseguinte,
explorar estas pequenas diferencgas. A seletividade surpreendente dos presentes
anticorpos pode permitir o desenvolvimento de agentes terapéuticos que podem
interferir com a atividade eficiente TG2 e, assim, proporcionar terapias
potencialmente eficazes para as condicfes exacerbadas ou causadas por atividade
por TG2 onde néo existe atualmente uma opc¢ao terapéutica satisfatoria.

[00030] A titulo de comparacao, os anticorpos descritos no documento WO
2006/100679, que foram produzidos por tecnologia recombinante a partir de
amostras de trés pacientes adultos com doenca celiaca com anti-TG2 titulos de
anticorpos elevados, provou ser de baixa eficacia, quando testado pelos presentes
inventores (Exemplo 2 ). Os anticorpos da presente invengao eram muito superiores

aos de WO 2006/100679, em termos de seletividade para TG2 e em termos de
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atividade inibidora. Por exemplo, os presentes inventores geraram um fragmento
Fab do anticorpo do documento WO 2006/100679, o qual foi aplicado na mesma
concentracdo em ensaios de inibicdo de TG2 como o0s anticorpos da presente
invencdo. A quantidade fragmento Fab nos testes foi duas vezes molar de sébio
gue os anticorpos da presente invencdo, mas que ainda nao conseguiram
demonstrar qualquer inibicdo da atividade de TG2. Quando o comprimento total
WO 2006/100679 anticorpo foi testado quanto a inibicdo no nosso ensaio de
incorporacdo de putrescina padrédo nédo foi encontrada nenhuma inibicdo da
atividade TG2. Assim, os métodos da presente invencéo e os anticorpos produzidos
por estes métodos sdo superiores aos anteriormente  descritos.
Por "anticorpo”, incluimos moléculas de anticorpo substancialmente intactas, bem
como anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos humanos (em
gue pelo menos um aminoacido é mutado em relacédo aos anticorpos humanos de
ocorréncia natural), anticorpos de cadeia simples, anticorpos bi-especificos,
anticorpos cadeias pesadas, cadeias leves de anticorpos, homodimeros e
heterodimeros de anticorpos cadeias pesadas e / ou leves, e fragmentos de
antigenode ligacao e seus derivados do mesmo. Nos também incluimos variantes,
fusdes e derivados dos anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno do mesmo
dentro do significado dos termos "anticorpo” e "fragmentos de ligacdo ao antigeno
dos mesmos".

[00031] O termo "anticorpo” também inclui todas as classes de anticorpos,
incluindo IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Assim, o anticorpo pode ser uma molécula de
IgG, tal como IgG1, 1gG2, 1gG3, ou IgG4 molécula. Preferencialmente, o anticorpo
da invencao € uma molécula de 1gG, ou um seu fragmento de ligacdo ao antigeno
, ou variante, fusdo ou derivado. Mais preferencialmente, o anticorpo é uma
molécula de 1gG2.

[00032] Os anticorpos, composicdes, utilizacbes e metodos da invencao
englobam variantes, fusdes e derivados dos anticorpos definidos e fragmentos de

ligacdo de antigeno , bem como fusGes de um referidas variantes ou derivados,
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desde que tais variantes, derivados e fusdes de ter especificidade de ligacdo para
TG2.

[00033] Tal como anticorpos e fragmentos de ligacdo de antigeno
compreender um ou mais componente polipeptideo, variantes, derivados e fusdes
de anticorpo e o seu fragmento de ligacdo ao antigeno como aqui definido, pode
ser feita utilizando os métodos de engenharia de proteinas e mutagénese dirigida
a um local bem conhecidas na arte usando os polinucleotideo s recombinantes (ver
exemplo, ver Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 32 edigcdo, Sambrook &
Russell, 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press, que é aqui incorporado por
referéncia).

[00034] Assim, variantes, derivados e fusdes de o anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigenocomo aqui definido, pode ser feita com base no componente de
polipéptido do anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno.

[00035] Por "fusdo" que incluem o referido polipéptido fundido com qualquer
outro polipéptido. Por exemplo, o referido polipeptideo pode ser fundido com um
polipéptido, tais como glutationa-S-transferase (GST) ou proteina A, a fim de
facilitar a purificacdo do referido polipeptideo. Exemplos de tais fusdes sdo bem
conhecidos dos peritos na arte. Do mesmo modo, o referido polipeptideo pode ser
fundido a um tag de oligo-histidina como His6 ou a um epitopo reconhecido por um
anticorpo, tal como o bem conhecido epitopo Myc-tag. As fusbGes para qualquer
variante ou derivado do referido polipéptido também estéo incluidos no ambito da
invencado. Ser& apreciado que as fusdes (ou variantes ou derivados) que retém as
propriedades desejaveis, tais como ter especificidade de ligacéo para TG2, sdo os
preferidos.

[00036] A fuséo pode compreender ou consistir de uma porc¢éo adicional que
confere uma caracteristica desejavel sobre o referido polipéptido; por exemplo, a
porcado pode ser util na deteccdo ou isolamento do polipéptido, ou promover a
absorcao celular do polipéptido. A parte pode ser, por exemplo, uma porcéo de

biotina, um radical radioativo, um grupo fluorescente, por exemplo uma pequena
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fluoréforo ou um fluoréforo verde proteina fluorescente (GFP), como bem conhecido
dos peritos na arte. O radical pode ser um tag imunogénica, por exemplo, um Myc-
tag, como é conhecido dos peritos na arte ou pode ser uma molécula lipofilica ou
dominio de polipéptido que é capaz de promover a absorcdo celular do
polipeptideo, como é conhecido dos peritos na art.

[00037] Por "variantes" do referido polipeptideo nos referimos a um
polipéptido, em que em uma ou mais posi¢des houve inser¢cdes de amino acido,
delecgdes e / ou substituigdes, conservativas ou ndo conservativas, desde que essas
modificacdes resultam em uma proteina cujas propriedades basicas, por exemplo,
propriedades de ligacdo, estabilidade térmica, a atividade em um determinado
alcance pH (pH-estabilidade) significativamente n&o foram alteradas.
"Significativamente" neste contexto significa que um perito na arte seria dizer que
as propriedades da variante ainda pode ser diferente, mas ndo seria 6bvia sobre os
da proteina original. Assim, incluimos variantes do polipéptido onde tais alteracdes
ndo alteram substancialmente a atividade do referido polipéptido. Em particular,
incluimos variantes do polipéptido onde tais alteracbes n&o alteram

substancialmente a especificidade de ligacdo para TG2.

[00038] Por "substituicdes conservativas" destina-se combinacdes tais como
Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; e Phe, Tyr.
[00039] Tais variantes podem ser feitas utilizando os métodos de engenharia

de proteinas e mutagénese dirigida ao local.

[00040] A variante de polipéptido pode ter uma sequéncia de aminoacidos que
tem pelo menos 75% de identidade com uma ou mais das sequéncias de
aminoacidos aqui apresentadas, por exemplo, pelo menos 80%, pelo menos 90%,
pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo
menos 99% de identidade com uma ou mais das sequéncias de aminoacidos aqui
especificados.

A percentagem de identidade de sequéncia entre dois polipéptidos pode ser

determinada utilizando programas de computador adequados, por exemplo o
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programa GAP do University of Wisconsin Genetic Computing Group e faz-se
observar que a percentagem de identidade é calculada em relacéo a polipéptidos
cujas sequéncias foram alinhadas de forma 6tima.

[00041] O alinhamento pode, alternativamente, ser levada a cabo utilizando o
programa Clustal W (como descrito em Thompson et ai, 1994, Nucl Acid Res 22....
4673-4680, que € aqui incorporado por referéncia).

[00042] Os parametros utilizados podem ser como se segue:

[00043] Rapido paréametros de alinhamento de pares: K-tupla (palavra)

tamanho; 1, o tamanho da janela; 5, pena de lacuna; 3, numero superior de

diagonais; 5.
[00044] Método de classificacao: x por cento.
[00045] Varios parametros de alinhamento: gap pena aberta; 10, lacuna

extensao pena,

[00046] 0,05.

Pontuagcdo matriz: BLOSUM.

[00047] Alternativamente, o programa BESTFIT pode ser utilizado para
determinar alinhamentos de sequéncias locais.

[00048] O anticorpo, fragmento de ligacdo ao antigeno variante, ou derivado
de fusdo utilizado nos métodos ou utilizacbes da presente invencdo pode
compreender ou consistir de um ou mais aminoacidos que tenham sido modificados
ou derivatizados.

[00049] Os derivados quimicos de um ou mais aminoacidos pode ser
conseguida por reacdo com um grupo lateral funcional. Tais moléculas
derivatizadas incluem, por exemplo, aquelas moléculas nas quais 0s grupos amino
livres foram derivatizados para formar cloridratos de amina, grupos p-tolueno
sulfonilo, grupos carboxybenzoxy, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo ou
grupos formilo. Os grupos carboxilo livres podem ser derivados para formar sais,
ésteres metilicos e etilicos ou outros tipos de ésteres e hidrazidas. Os grupos

hidroxilo livres podem ser derivados para formar S-acilo ou O-alquilo. Também
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estao incluidos como derivados quimicos estdo os péptidos que contém derivados
de aminoacidos dos vinte aminoacidos padrao que ocorrem naturalmente. Por
exemplo: 4-hidroxiprolina pode ser substituida por prolina; 5-hidroxilisina pode ser
substituida por lisina; 3-metil-histidina pode ser substituida por histidina;
homoserina pode ser substituida por serina e a ornitina para a lisina. Os derivados
também incluem péptidos contendo uma ou mais adicdes ou delecdes, desde que
a atividade requerida seja mantida. Outras modificacdes estdo incluidas amidacéo,
acilacdo do terminal amino (por exemplo, acetilacdo, ou amidacdo de &cido
tioglicdlico), carboxylamidation terminal (por exemplo, com amédnia ou metilamina),
e como as modificacbes do terminal.

[00050] Seré ainda apreciado por pessoas peritas na arte que 0s compostos
peptidomiméticos podem também ser Uteis. Assim, por "polipéptido" nds
peptidomiméticos incluem compostos que sdo capazes de se ligar a um epitopo
dentro da regido do nucleo TG2. O termo "peptidomimético” refere-se a um
composto que imita a conformacao e as caracteristicas desejaveis de um péptido
particular como um agente terapéutico.

[00051] Por exemplo, o referido polipeptideo inclui ndo apenas moléculas nas
guais os residuos de aminoacidos estdo ligados por péptido (-CO-NH-) mas
também moléculas nas quais a ligacao peptidica é invertida. Tais peptidomiméticos
retro-inversos podem ser feitas utilizando métodos conhecidos na arte, por exemplo
tais como os descritos em Meziere et al. (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237, que é
aqui incorporada por referéncia. Esta abordagem envolve a criacdo de pseudo-
péptidos contendo alteracdes que envolvem o esqueleto e ndo a orientacdo das
cadeias laterais. Peptideos retro-inverso, que contém ligacdes NH-CO em vez de
CO-NH ligacdes peptidicas, s&o muito mais resistentes a proteolise.

[00052] Alternativamente, o referido polipeptideo pode ser um composto
peptidomimético que um ou mais dos residuos de aminoacidos estéo ligados por

um i(CHzNH) - ligacéo em lugar da ligagdo amida convencional.
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[00053] Em wuma outra alternativa, a ligacdo peptidica pode ser
completamente dispensada desde que uma porcéo ligante adequado que retém o
espagcamento entre os atomos de carbono dos residuos de aminoacido € utilizada;
pode ser vantajoso para a porgao ligante que tem substancialmente a mesma
distribuicdo de carga e substancialmente a mesma planaridade de uma ligacéo
peptidica.

[00054] Seré apreciado que o referido polipéptido pode ser convenientemente
bloqueado na sua N- ou C-terminal de modo a ajudar a reduzir a susceptibilidade a
digestao exo-proteolitica.

[00055] Uma variedade de acidos aminados ou modificados codificados por
un tais como acidos e acidos aminados N-metil-D-aminoacido também tém sido
utilizados para modificar os péptidos de mamifero. Além disso, uma conformacgéao
bioativa presume pode ser estabilizado por uma modificagdo covalente, tal como a
ciclizacdo ou por incorporacéo de lactama ou outros tipos de pontes, por exemplo,
ver Veber et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 75: 2636 e Thursell et ai, 1983,
Biochem.. Biophys. Res. Comm. 111: 166, que sao aqui incorporados por
referéncia.

[00056] Um tema comum entre muitas das estratégias sintéticas tem sido a
introducdo de uma certa por¢ao ciclica num quadro com base em peptideos. A
porcdo ciclica restringe o espaco conformacional da estrutura do péptido e isto
resulta frequentemente num aumento da especificidade do péptido para um
receptor biologico especifico. Em uma outra vantagem desta estratégia € que a
introducédo de uma porgao ciclica num péptido pode também resultar no péptido
possuindo uma sensibilidade diminuida a peptidases celulares.

[00057] Assim, os polipéptidos exemplares Uteis nos métodos e utilizacbes da
invencdo compreendem ou consistem em aminoacidos cisteina terminais. Um
referido polipéptido pode existir numa forma ciclica heterodetic por formacéo de
ligacdo dissulfeto dos grupos Mercaptide nos aminoacidos cisteina terminais ou

numa forma homodetic por formacdo de amida ligacdo peptidica entre os
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aminoacidos terminais. Como indicado acima, a ciclizacdo de péptidos pequenos,
através de dissulfeto ou amida ligacdes entre as cisteinas N- e C-terminal pode
contornar problemas de especificidade e de meia-vida em algum momento
observada com péptidos lineares, por protedlise e diminuindo também a aumentar
a rigidez da estrutura, o que pode dar origem a compostos de especificidade mais
elevadas. Polipéptidos ciclizados através de ligacdes dissulfeto tém grupos livres
amino e carboxi-terminais, que ainda pode ser susceptivel a degradacéo
proteolitica, enquanto os péptidos ciclizados através da formacgéo de uma ligacédo
amida entre a amina N-terminal e carboxilo C-terminal e, por conseguinte, ja ndo
contém grupos livres amino ou carboxi Termini. Assim, os péptidos podem estar
ligados por uma ligagdo CN ou uma ligagao dissulfeto.

[00058] A presente invengdo nao se limita de modo algum pelo método de
ciclizacdo de péptidos, mas abrange péptidos cuja estrutura ciclica pode ser
conseguida por qualquer método apropriado de sintese. Assim, as ligacdes
heterodetic podem incluir, mas nédo se limitam a formacdo de dissulfeto atravées,
alquileno ou pontes de sulfureto. Os métodos de sintese de péptidos e os péptidos
ciclicos homodetic heterodetic ciclicos, incluindo dissulfeto, e sulfureto de pontes
de alquileno, sdo revelados em US 5.643.872, que é aqui incorporada por
referéncia. Outros exemplos de métodos de ciclizacdo sao discutidos e divulgados
no documento US 6008058, o qual € incorporado por referéncia.

[00059] Em uma outra abordagem para a sintese de compostos
peptidomiméticos estabilizadas ciclicos € metatese de fecho de anel (RCM). Este
método envolve os passos de sintetizar um péptido precursor e contactando-a com
um catalisador de RCM para dar um péptido conformacionalmente restrito.
[00060] Precursores peptidicos adequados podem conter duas ou mais
ligacdes CC insaturadas. O método pode ser realizado utilizando técnicas de fase
sélida-péptido-sintese.

[00061] Nesta forma de realizacdo, o precursor, que é ancorado a um suporte
sélido, é colocado em contacto com um catalisador de RCM e o produto €, entéo,

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 39/367



23/149

clivado a partir do suporte soélido para produzir um péptido conformacionalmente
restrito.

[00062] Outra abordagem, divulgado por DH Rico em Inibidores da Protease,
Barrett e Selveson, eds., Elsevier (1986), que é aqui incorporada por referéncia,
tem sido a concepcéo péptido imita através da aplicacdo do conceito de analogo
do estado de transicdo na concepcao de inibidores da enzima. Por exemplo, sabe-
se que o alcool secundario de staline mimetiza o estado de transicao tetraédrico da
ligacdo amida cindivel do substrato pepsina.

[00063] Em resumo, as modificacdes terminais sdo Uteis, tal como € bem
conhecido, para reduzir a susceptibilidade por digestdo com proteinase e, por
conseguinte, para prolongar a meia-vida dos péptidos em solu¢des, particularmente
fluidos bioldégicos em que possam estar presentes proteases.

[00064] Polipéptido ciclizacdo é também uma modificacdo util devido as
estruturas estaveis formadas por ciclizacdo e com vista as atividades bioldgicas
observadas para péptidos ciclicos.

[00065] Assim, numa forma de realizacéo o referido polipéptido é ciclico. No

entanto, numa concretizacao alternativa, o referido polipeptideo € linear.

[00066] Por "liga-se seletivamente a um epitopo dentro da regido de nucleo de
TG2"
[00067] gueremos dizer um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno que

€ capaz de se ligar a um epitopo na regido central do TG2 seletivamente. Por "capaz
de se ligar seletivamente"” incluimos tais porcdes de ligacdo derivados de anticorpos
gue se ligam pelo menos 10 vezes mais fortemente ao nucleo TG2 do que a outras
proteinas; por exemplo, pelo menos, 50 vezes mais forte, ou pelo menos 100 vezes
mais fortemente. A porcdo de ligacao pode ser capaz de se ligar seletivamente a um
epitopo no nucleo TG2 sob condicdes fisioldgicas, por exemplo, in vivo.

[00068] Tal especificidade de ligacédo pode ser determinada por métodos bem
conhecidos na arte, tais como ligada ensaio imunoenzimético (ELISA), imuno-

histoquimica, imunoprecipitagdo, western blot e citometria de fluxo utilizando
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células transfectadas que expressam TG2 ou o0 nucleo TG2, ou um seu fragmento.
Os métodos adequados para medir forcas de ligacdo relativas incluem
imunoensaios, por exemplo, onde a por¢do de ligacdo € um anticorpo (ver Harlow
e Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Habor Laboratory Press,
Nova lorque, que € aqui incorporado por referéncia). Como alternativa, a ligacao
pode ser avaliada por meio de ensaios competitivos ou usando BlIAcore® analise
(Biacore International AB, Suécia).

[00069] E preferivel que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno da
invencao liga-se exclusivamente ao TG2.

[00070] Sera apreciado por pessoas peritas na arte que a especificidade de
ligacdo de um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo do antigeno é conferida pela
presenca de regides determinantes de complementaridade (CDR) no interior das
regides variaveis das cadeias pesadas e leves constituintes. Como discutido a
seguir, numa forma de realizacdo particularmente preferida dos anticorpos e
fragmentos de ligacao ao antigeno é aqui definido, a especificidade de ligacédo para
TG2 é conferida pela presenca de uma ou mais das CDR identificadas. Por
exemplo, sequéncias que podem compreender ou consistem das sequéncias de
CDR de AB-1 de VL e VH incluem KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT,
SSAMS, TISVGGGKTYYPDSVKG, e LISLY. Em um outro exemplo, as sequéncias
gue podem compreender ou consistem das sequéncias de CDR de BB-7 VL e VH
incluem KASQDINSYLT, LTNRLMD, LQYVDFPYT, SSAMS,
TISSGGRSTYYPDSVKG, e lispy. As sequéncias que podem compreender ou
consistir as sequéncias de CDR de CC-1 de VL e VH incluem KASQDINSYLT,
LVNRLVD, LQYDDFPYT, Thams, TISSGGRSTYYPDSVKG, e Listy. Prefere-se
gue os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno aqui definidos
compreendem ou consistem em sequéncias de CDR ou sequéncias de CDR e
flanqueando, tal como definido na Tabela 24A. E mais preferido que os anticorpos
e fragmentos de ligacdo ao antigeno aqui definidos compreendem ou consistem

das sequéncias de CDR ou sequéncias de CDR e flanqueando, do anticorpo
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exemplar AB-1, ou BB-7, ou CC-1 (tal como definido, por exemplo, na Tabela 24A).
E preferivel que o anticorpo ou fragmento de ligacdo de antigeno retém a
especificidade de ligagdo para TG2 do anticorpo original. Por "retém a
especificidade de ligacdo" queremos dizer que o anticorpo ou fragmento de ligagéo
ao antigeno , € capaz de competir para a ligacdo a TG2 com 0S anticorpos
exemplificativos da invencao, por exemplo, AB-1, AG-1, AG-9, AH 1, HA-3, 7-BB,
CC-1, EH-6, JE-12, Al-12, DF-4, DH-2, DD-6 e / ou DD-9 (veja-se Exemplos que
acompanham). Por exemplo, o anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno
podem ligar-se ao mesmo epitopo em TG2 como um anticorpo que compreende as
seguintes sequéncias: KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS,
TISVGGGKTYYPDSVKG, e LISLY.

[00071] Por "epitopo" entende-se aqui e destina-se para significar um local de
uma molécula a qual um anticorpo se liga, ou seja, uma regido molecular de um
antigeno . Um epitopo pode ser um epitopo linear, o que é determinado por, por
exemplo, a sequéncia de aminoacidos, ou seja, a estrutura primaria, ou um epitopo
tridimensional, definido pela estrutura secundaria, por ex dobragem de uma cadeia
peptidica em folha beta ou alfa helicoidal, ou por a estrutura terciaria, por exemplo,
maneira que hélices ou folhas sdo dobradas ou dispostos de modo a dar uma
estrutura tridimensional, de um antigeno .

[00072] Métodos para determinar se um anticorpo de teste é capaz de
competir para a ligagdo com o segundo anticorpo sao bem conhecidos na arte (tal
como, por exemplo, ELISA-sanduiche ou técnicas reversa de ELISA-sanduiche) e
descrita, por exemplo, em Antibodies: A Laboratory manual, Harlow & Lane (1988,
CSHL, Nova lorque, ISBN 0-87969-314-2), que é aqui incorporada por referéncia.
O anticorpo ou seu fragmento, com especificidade de ligacdo para um epitopo na
regido central do TG2 também pode reter uma ou mais das mesmas propriedades
biolégicas como o anticorpo original (tais como o0s anticorpos exemplares

fornecidos nos Exemplos) de ligacdo ao antigeno.
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[00073] Como explicado acima, TG2 ¢é uma proteina multi-funcional
dependente do célcio, que catalisa a formacdo de Ne- (y glutamil) lisina
isopeptidicas ligagdes entre os residuos de lisina e glutamina. TG2 compreende um
dominio N terminal de beta sanduiche que contém sitios de ligacéo (por exemplo,
fibronectina) e sequéncias necessarias para a exportacao da enzima.

[00074] Esta ligacao aponta para o dominio do nucleo catalitico. Central para
o dominio € uma triade catalitica constituida por Cys 277, Asp 358, e seu 355, além
de diversos locais putativos de ligacdo de célcio. Este link aponta para o terceiro
dominio, tambor beta 1, onde um localde ligacdo GTP reside na transmissao de
uma enzima com a atividade GTPase. Barril Beta 1 também contém um local de
ligagéo de integrina utilizados na adeséo celular. Beta tambor 1, juntamente com o
quarto dominio TG2, barril beta 2, estdo envolvidos na mudanca conformacional na
TG2 necessaria para a sua ativacdo. Em uma alta de célcio, ambiente de baixa
GTP Barrel 1 e 2 balanco para baixo da forma inativa fechado e dobrado para
transmitir TG2 com uma estrutura linear de abertura permitindo a ativagdo do
nucleo catalitico (Pinkas et al (2007) PLoS Biol. Transglutaminase 2 sofre uma
grande alteracdo conformacional apos ativacdo 5 (12):. E327).

[00075] Por "a regido de nucleo do tipo de transglutaminase 2 (TG2)" que
incluem uma regido de TG2 compreendendo a triade catalitica descrita acima,
excluindo o dominio sanduiche beta e barris beta 1 e 2. De preferéncia, a regiao do
ndcleo compreende ou consiste nos aminoacidos 143 a 473 de TG2 humano, ou
um seu fragmento.

[00076] Os aminoacidos 143-473 da TG2 humano consistem no seguinte
sequéncia:
CPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGSAKFIKNIPWNFGQFEDGILDICLILLDV
NPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGVS
PMSWIGSVDILRRWKNHGCQRVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTNYNS
AHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEGWQ
ALDPTPQEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDD
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GSVHKSINRSLIVGLKISTKSVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKL
AEKEETGM

[00077] Assim, numa forma de realizacdo da invencdo, a regido do ndcleo
pode consistir em aminoacidos 143-473 de TG2 humano. Nesta concretizacdo, o
epitopo do anticorpo da invencdo pode, assim, ser qualquer epitopo dentro da
regido definida pelos aminoacidos 143-473 de TG2 humano. Assim, 0 epitopo pode
ser um fragmento desta sequéncia ou pode ser constituida por varios residuos de
aminoacidos dentro deste fragmento que ndo podem ser adjacentes um ao outro
na estrutura de aminoacidos primaria, mas localizam uns com 0S outros no
secundario, terciario ou mesmo estrutura quaternaria da proteina, tal como seria
entendido por uma pessoa com conhecimentos no estado da técnica.

[00078] Em uma forma de realizagéo da invengao, o anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno podem ligar-se seletivamente no todo ou em parte a uma
regido que compreende os aminoacidos 304-326 de TG2 humano. Esta regiao
(aminoé&cidos 304-326 de TG2 humana) é referido como Grupo 1 na Figura 5 e
compreende a sequéncia de aminoacidos AHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGD.
[00079] Numa outra forma de realizacao, o anticorpo ou fragmento de ligacéo
ao antigeno podem ligar-se seletivamente no todo ou em parte a uma regido que
compreende os aminoacidos 351-365 de TG2 humano. Esta regido (aminoacidos
351-365 de TG2 humana) é referido como Grupo 2 na Figura 5 e compreende a
sequéncia de aminoacidos YEGWQALDPTPQEKS.

[00080] Numa ainda outra forma de realizacdo da invencéo, o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno podem ligar-se seletivamente no todo ou em
parte a uma regido que compreende os aminoacidos 450-467 de TG2 humano. Esta
regido (aminoacidos 450-467 de TG2 humana) é referido como Grupo 3 na Figura
5 e compreende a sequéncia de aminoacidos SEEREAFTRANHLNKLAE.

[00081] Numa forma de realizac&o preferida de qualquer aspecto da invencéo,
o0 anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno inibe a atividade dos mesmos TG2,

por exemplo, atividade TG2 humano.
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[00082] Em uma forma de realizacdo da invencdo, o anticorpo ou seu
fragmento pode compreender uma ou mais das seguintes sequéncias de
aminoacidos de ligacdo ao antigeno :

KASQDINSYLT; e/ou

RTNRLFD; e/ou

LQYDDFPYT; e/ou

SSAMS; e/ou

TISVGGGKTYYPDSVKG; e/ou

LISLY.

[00083] O anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno da invencéo pode
compreender uma ou mais das seguintes sequéncias de aminoacidos:
TCKASQDINSYLTWEF; e/ou

TLIYRTNRLFDGVP ou TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; e/ou
YCLQYDDFPYTFG; e/ou

FTLSSSAMSWVR ou CXAXXFTLSSSAMSWVR; e/ou
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ou
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; e/ou

YCAKLISLYWG, onde X é qualquer amino acido.

[00084] As sequéncias das formas de realizacdo imediatamente anteriores
sdo consideradas por compreenderem regides determinantes da
complementaridade das regifes variaveis pesada do anticorpo exemplar AB-1 e luz
(ver Exemplo 1) e certas variantes humanizadas do anticorpo especificados AB-1.
Numa outra concretizacdo, o anticorpo pode compreender a sequéncia de
aminoacidos

KASQDINSY LTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXFXXXXXX
XXXXXXXXXXLQYDDFPYT; ou

KASQDINSY LTXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX XXX XX XXX XXXXXXF; ou
RTNRLFEDXXXXXXXXXXXXXXXF;  ou  FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT,

onde X é qualquer amino &cido.
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[00085] Numa outra forma de realizacao, o anticorpo ou fragmento de ligacéao
ao antigeno pode compreender a sequéncia de aminoacidos
TCKASQDINSYLTWF ou TCKASQDINSYLTWY; e/ou

LLIYRTNRLFDGVP ou SLIYRTNRLFDGVP ou
LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF ou
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; e/ou

YCLQYDDFPYTFG; e/ou

FTFSSSAMSWVR ou CXAXXFTFSSSAMSWVR; e/ou
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ou
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; e/ou

YCAKLISLYWG, onde X é qualquer amino &cido.

[00086] Assim, numa forma de realizagdo, o anticorpo ou fragmento do
mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos uma cadeia leve compreendendo
as seguintes sequéncias de ligacdo ao antigeno:

KASQDINSYLT; e RTNRLFD; e LQYDDFPYT.

[00087] Em uma outra forma de realizagdo, o anticorpo ou fragmento do
mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada
compreendendo as seguintes sequéncias de ligacdo ao antigeno :

SSAMS; e TISVGGGKTYYPDSVKG; e LISLY.

[00088] Em uma forma de realizagéo da invencgao, o anticorpo ou fragmento
do mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos uma cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao ao antigeno.
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK ou
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEI
K.

[00089] Estas regides variaveis de cadeia leve de correspondéncia com a

encontrada no anticorpo exemplar AB-1 (Figuras 7 e 18).
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[00090] Alternativamente, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a
regido variavel de pelo menos uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de ligacdo ao antigeno :
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFD
GVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1_VK) ou
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1 VK1).

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o anticorpo ou fragmento
do mesmo pode ter aregido variavel de pelo menos uma cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacdo ao antigeno:
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFD
GVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-
1 RKE); ou
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK
(hAB-1_RKJ).

[00091] Essas sequéncias sao variantes dos AB-1 humanizados Sequéncias
de Cadeia Leve descritas acima.

[00092] Em uma forma de realizacdo da invencédo, o anticorpo ou fragmento
fazer mesmo pode ter uma regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos de ligacao ao antigeno.
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS ou
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS.
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[00093] Estas regibes variaveis da cadeia pesada correspondem com a
encontrada no anticorpo exemplar AB-1 (Figuras 7 e 18).

[00094] Alternativamente, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a
regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de ligacao ao antigeno:
EVOQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS (AB-1_VH).

[00095] Em uma outra forma de realizacdo particularmente preferida, o
anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos
uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacdo ao
antigeno :
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQG
TLVTVSS (hAB-1_RHA).

[00096] Esta sequéncia € uma variante humanizado da AB-1 sequéncia de
cadeia pesada descrita acima.

[00097] Assim, prevé-se que numa forma de realizacdo, o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno pode ter:

) pelo menos uma cadeia leve da regiao variavel compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK ou
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, ou
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFD
GVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1_VK), ou
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DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1_VK1), ou
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFD
GVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-
1_RKE), ou
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK
(hAB-1_RKJ); e

ii) regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS ou
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYY CAKLISLYWGQG
TTLTVSS, ou
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS (AB-1_VH), ou
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQG
TLVTVSS (hAB-1_RHA).

[00098] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencao, o anticorpo ou seu fragmento pode compreender uma ou mais das
seguintes sequéncias de aminoacidos de ligacao ao antigeno :

KASQDINSYLT; e/ou

LTNRLMD; e/ou

LQYVDFPYT,; e/ou
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SSAMS; e/ou

TISSGGRSTYYPDSVKG,; e/ou

LISPY.

[00099] As sequéncias da forma de realizacdo imediatamente anterior séo
considerados compreendem regides determinantes da complementaridade das
regides variaveis leve de e pesada do anticorpo exemplar BB-7 (ver Figura 19).
Numa outra concretizagdo, o anticorpo pode compreender a sequéncia de
aminoécidos

KASQDINSY LTXXXXXXXXXXXXXXXLTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXFXXXX XXX
XXXXXXXXXXLQYVDFPYT; ou
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXXF; ou
LTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF; ou FXXXXXXXXXXXXXXXXXLQYVDFPYT,
[000100] em que X é qualquer aminoacido.

[000101] Assim, numa forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia leve compreendendo as seguintes sequéncias de ligagao ao
antigeno :

KASQDINSYLT; e LTNRLMD; e LQYVDFPYT.

[000102] Numa outra forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia pesada compreendendo as seguintes sequéncias de ligacéo ao
antigeno :

SSAMS; e TISSGGRSTYYPDSVKG,; e LISPY.

[000103] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao
ao antigeno
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMD
GVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK
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[000104] Esta regido variavel da cadeia leve corresponde a encontrada no
anticorpo exemplar BB-7 (Figura 19).

[000105] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao
ao antigeno
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSG
GRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGT
TLTVSS.

[000106] Esta regido variavel da cadeia pesada corresponde a encontrada no
anticorpo exemplar BB-7 (Figura 19).

[000107] Assim, prevé-se que numa forma de realizagdo de qualquer aspecto
da presente invencao, o anticorpo ou fragmento de ligacédo ao antigeno pode ter:

)] pelo menos uma cadeia leve da regido variavel compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMD
GVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK;

€,

i) regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSG
GRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGT
TLTVSS.

[000108] Ainda é previsto que em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto
da presente invencdo, o anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno pode
ter:

[000109] regido variavel de pelo menos uma cadeia leve compreendendo a

sequéncia de aminoéacidos
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK ou
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;
elou regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQG
TLVTVSS ou
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSG
GRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGT
LVTVSS.

[000110] Estas sequéncias correspondem as variantes humanizadas de
anticorpo BB-7 (ver Quadros 23, 24 e 24A).

[000111] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou seu fragmento pode compreender uma ou mais das
seguintes sequéncias de aminoacidos de ligacdo ao antigeno:

KASQDINSYLT; e/ou

LVNRLVD; e/ou

LQYDDFPYT e/ou

THAMS; e/ou

TISSGGRSTYYPDSVKG,; e/ou

LISTY.

[000112] As sequéncias da forma de realizacdo imediatamente anterior séo
considerados compreendem regides determinantes da complementaridade das
regides variaveis pesada do anticorpo exemplar DC-1 e luz (ver Figura 20). Numa
outra concretizacao, o anticorpo pode compreender a sequéncia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLYNRLYDXXXXXXXXXXXXXXXAXXXXXX
XXXXXXXXXXLQYDDFPYT ou
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KASQDINSY LTXXXXXXX XX XXX XXX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXXXXA; ou
LVNRLVDXXXXXXXXXXXXXXXA; ou AXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT,
KASQDINSYLT; e LVNRLVD; e em que X é qualquer aminoacido.
Assim, numa forma de realizagcdo de qualquer aspecto da presente invencéo, o
anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos uma
cadeia leve compreendendo as seguintes sequéncias de ligacdo ao
antigenoLQYDDFPYT
[000113] Numa outra forma de realizagdo de qualquer aspecto da presente
invencao, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia pesada compreendendo as seguintes sequéncias de ligacdo ao
antigeno : THAMS; e TISSGGRSTYYPDSVKG,; e LISTY.
[000114] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencao, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao
ao antigeno
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDG
VPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK.  This
regido variavel da cadeia leve corresponde a encontrada no anticorpo exemplar
CC-1 (Figura 20).
[000115] Em uma forma de realizagdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao
ao antigeno
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGT
TLTVSS. Esta regido variavel da cadeia pesada corresponde a encontrada no
anticorpo exemplar CC-1 (Figura 20).
[000116] Assim, prevé-se que numa forma de realizacdo de qualquer aspecto

da presente invencgédo, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode ter:
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) regido variavel de pelo menos uma cadeia leve compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDG
VPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK; e

1)) regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGT
TLTVS.

[000117] Prevé-se ainda que, em uma forma de realizacéo de qualquer aspecto
da presente invencédo, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode ter:
[000118] iregido variavel de pelo menos uma cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLV
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK ou
DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVD
GVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; e/ou
ii) regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQG
TLVTVSS ou
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQG
TLVTVSS. Essas sequéncias correspondem com as variantes humanizadas de
DC-1 fornecidos nas Tabelas 23, 24 e 24A.

[000119] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou seu fragmento pode compreender uma ou mais das

seguintes sequéncias de aminoacidos de ligacao ao antigeno :
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KASQDINSYLT; e/ou

XXNRLXD; e/ou

LQYXDFPYT; e/ou

XXAMS; e/ou

TISXGGXXTYYPDSVKG; e/ou

LISXY, em que X é qualquer aminoécido.

[000120] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou seu fragmento pode compreender uma ou mais das
seguintes sequéncias de aminoéacidos de ligacao ao antigeno :
(K/IQ/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); elou
(R/IL/VIDIA)(T/IVIA)(N/S)(R/N)L(F/M/VIEIQ)(D/TIS); elou
(L/Q)Q(Y/H)(D/VIN)(DIT)(F/Y)P(Y/LIW)T; elou

(SIT)(S/HIY)AMS; e/ou

(T/IA)IS(VISIG)(GIS)G(G/R)(K/S)TYY(P/A)DSVKG; e/ou

(L/D)(IG)(SIG)(LIPITIV)Y.

[000121] Numa outra forma de realizagdo de qualquer aspecto da presente
invencao, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao
ao antigeno .
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSYVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLAS
GVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK.
This light chain variable region corresponds with that found in exemplary antibody
DD-9 (Figure 25).

[000122] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencado, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacao
ao antigeno .
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIY
WDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFW
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GQGTLVTVSA. Esta regido variavel da cadeia pesada corresponde a encontrada
no anticorpo exemplar DD-9 (Figura 25).

[000123] Assim, prevé-se que numa forma de realizagdo de qualquer aspecto
da presente invencgédo, o anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno pode ter:
[000124] )pelo menos uma cadeia leve da regido variavel compreendendo a
sequéncia de aminoéacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLAS
GVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK; e
i)pelo menos uma cadeia pesada da regiao variavel compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIY
WDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFW
GQGTLVTVSA.

[000125] Numa outra forma de realizacdo de qualquer aspecto da presente
invencdo, o anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo
menos uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacdo
ao antigeno .
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLAS
GVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK.
Esta regido variavel da cadeia leve corresponde a encontrada no anticorpo
exemplar DH-2 (Figura 26).

[000126] Em uma forma de realizacéo de qualquer aspecto da presente invencao,
0 anticorpo ou fragmento do mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos uma
cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de ligacdo ao antigeno:
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIY
WDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYW
GQGTLVTVSA. Esta regido variavel da cadeia pesada corresponde a encontrada

no anticorpo exemplar DH-2 (Figura 26).
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[000127] Assim, prevé-se que numa forma de realizacdo de qualquer aspecto
da presente invencéo, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode ter:

) pelo menos uma cadeia leve da regido variavel compreendendo a sequéncia
de aminoacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLAS
GVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK; e

i) regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIY
WDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYW
GQGTLVTVSA.

[000128] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da invencao, é
previsto que, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode ter:

)] pelo menos uma regido variavel de cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos correspondente com qualquer uma das sequéncias VK
fornecidos em qualquer das Figuras 18 a 28; e/ou

i) a regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos correspondente com qualquer uma das sequéncias de
VH fornecidos em qualquer das Figuras 18 a 28 ou um fragmento, variante ou
derivado destes.

[000129] Como indicado acima, prevé-se que o anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno das concretizacBes anteriores pode compreender uma
sequéncia de aminoacidos possuindo pelo menos 75% de identidade com uma ou
mais das sequéncias de aminoacidos acima indicadas, por exemplo, pelo menos
80%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo
menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade com uma ou mais das sequéncias
de aminoacidos acima especificados. Prevé-se igualmente que o anticorpo ou

fragmento de ligacdo ao antigeno pode compreender até 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10
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ou mais insercdes, exclusdes, substituicbes conservadoras e / ou substituicbes nédo
conservativas .

[000130] Num segundo aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno , compreendendo uma ou mais das seguintes
sequéncias de aminoacidos:

KASQDINSYLT:; e/ou

XXNRLXD; e/ou

LQYXDFPYT,; e/ou

XXAMS; e/ou

TISXGGXXTYYPDSVKG; e/ou

LISXY, onde X é qualquer amino &cido

[000131] Numa forma de realizac&o, a invengao proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno , compreendendo uma ou mais das seguintes
sequéncias de aminoacidos:

(K/IQ/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); elou
(R/IL/VIDIA)(TIVIA)(N/S)(R/N)L(F/M/VIEIQ)(D/TIS); elou
(L/Q)Q(Y/H)(D/VIN)(DIT)(FIY)P(Y/LIW)T; elou

(SIT)(S/HIY)AMS; e/ou

(T/IA)IS(VISIG)(GIS)G(G/R)(K/S)TYY(P/A)DSVKG; e/ou

(L/D)(IG)(SIG)(LIPITIV)Y.

[000132] Numa forma de realizagdo, a invengao proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno , compreendendo uma ou mais das seguintes
sequéncias de aminoacidos:

KASQDINSYLT:; e/ou

RTNRLFD; e/ou

LQYDDFPYT; e/ou

SSAMS; e/ou

TISVGGGKTYYPDSVKG; e/ou

LISLY.
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[000133] Numa forma de realizacdo, o anticorpo ou fragmento de ligacéo ao
antigeno do segundo aspecto pode compreender uma ou mais das seguintes
sequéncias de aminoacidos:

TCKASQDINSYLTWEF; e/ou

TLIYRTNRLFDGVP ou TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; e/ou
YCLQYDDFPYTFG; e/ou

FTLSSSAMSWVR ou CXAXXFTLSSSAMSWVR; e/ou
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ou
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; e/ou

YCAKLISLYWG, wherein X is any amino acid.

[000134] As sequéncias da forma de realizagcdo anterior sdo considerados
compreendem regides determinantes da complementaridade das regides variaveis
pesada do anticorpo exemplificado AB-1 e luz.

[000135] Numa outra forma de realizacao, o anticorpo ou fragmento de ligacéao
ao antigeno pode compreender a sequéncia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXFEXXXXXX
XXXXXXXXXXLQYDDFPYT; ou

KASQDINSY LTXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX XX XXX XXX XXXXXXF; ou
RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; ou FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT,
[000136] onde X é qualquer amino &cido.

[000137] Numa outra forma de realizacéo, o anticorpo ou fragmento de ligacéo
ao antigeno pode compreender a sequéncia de aminoacidos TCKASQDINSYLTWF
ou

TCKASQDINSYLTWY; e/ou

LLIYRTNRLFDGVP ou SLIYRTNRLFDGVP ou
LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF ou
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; e/ou

YCLQYDDFPYTFG; e/ou

FTFSSSAMSWVR ou CXAXXFTFSSSAMSWVR; e/ou
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WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ou
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; e/ou

YCAKLISLYWG, onde X é qualquer amino acido.

[000138] Assim, numa forma de realizacdo, o anticorpo ou fragmento do
mesmo pode ter a regido variavel de pelo menos uma cadeia leve compreendendo
as seguintes CDR de ligac&o ao antigeno:

KASQDINSYLT; e RTNRLFD; e LQYDDFPYT.

[000139] Numa outra forma de realizac&o, o anticorpo ou fragmento do mesmo
pode ter a regido variavel de pelo menos uma cadeia pesada compreendendo as
seguintes CDR de ligacao ao antigeno:

SSAMS; e TISVGGGKTYYPDSVKG; e LISLY.

[000140] Em uma outra forma de realizagéo preferida da invencao, o anticorpo
ou fragmento de ligacéo ao antigeno do segundo aspecto pode ter pelo menos uma
regido variavel de uma cadeia leve que compreende a sequéncia de aminoacidos:
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK ou
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, ou
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFD
GVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1 VK), ou
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1_VK1), ou
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFD
GVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-
1 RKE), ou
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK
(hAB-1_RKJ).

[000141] Numa ainda outra forma de realizacdo do segundo aspecto, o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode ter pelo menos a regido
variavel de uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS ou
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS, ou
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQG
TTLTVSS (AB-1_VH), ou
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQG
TLVTVSS (hAB-1_RHA).

[000142] A invencdo também proporciona um anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno possuindo pelo menos a regido variavel de uma cadeia leve tal
como resulta do segundo aspecto da regido variavel e pelo menos uma cadeia
pesada tal como resulta do segundo aspecto.

[000143] Para evitar davidas, o anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno
dos mesmos do segundo aspecto pode compreender qualquer sequéncia de
aminoacidos apresentada em relacdo com o primeiro aspecto. Assim, o anticorpo
ou fragmento de ligacédo ao antigeno do segundo aspecto pode incluir qualquer VK
e / ou regido VK como exemplificado em qualquer das Figuras 18 a 28 ou Tabelas

14 a 24 e 24A, ou qualquer variante, fragmento ou derivado.
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[000144] Além disso, o anticorpo de ligacdo ao antigenoou seu fragmento de
gualquer aspecto da invencdo pode ser ou compreender qualquer anticorpo
humanizado ou quimérico aqui descrito, em particular, o anticorpo ou seu fragmento
pode compreender ou consistir em qualquer uma das sequéncias proporcionadas
nas Tabelas de ligacdo ao antigenol4 a 24 e 24A.

[000145] Prevé-se que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoda
segunda formas de realizagcado e os aspectos relacionados pode compreender uma
sequéncia de aminoacidos possuindo pelo menos 75% de identidade com uma ou
mais das sequéncias de aminoacidos acima indicadas, por exemplo, pelo menos
80%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo
menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade com uma ou mais das sequéncias
de aminoacidos acima especificados. Prevé-se igualmente que o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno pode compreender até 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10
ou mais insercdes, exclusdes, substituicbes conservadoras e / ou substituicbes nédo
conservativas.

[000146] Numa forma de realizac&o preferida de qualquer aspecto da invencéao,
0 anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode compreender ou consistir de
um anticorpo intacto. Alternativamente, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno podem consistir essencialmente de um anticorpo intacto. Por "consistem
essencialmente em" entende-se que o0 anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigenoconsiste de uma por¢do de um anticorpo intacto suficiente para exibir
especificidade de ligagcéo para TG2.

[000147] O anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigenoda invencéo pode ser
um anticorpo que ndo ocorre naturalmente. E claro que, quando o anticorpo é um
anticorpo que ocorre naturalmente, que é fornecido numa forma isolada (ou seja
distinta daquela em que se encontra na natureza).

[000148] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da invencéo, o
anticorpo ou seu fragmento pode compreender ou consistir de um fragmento de

ligacdo ao antigenoselecionado a partir do grupo que consiste em de ligacdo ao
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antigeno : um fragmento Fv; um fragmento Fab; e um fragmento Fab-like. Numa
outra forma de realizacdo, o fragmento Fv pode ser um fragmento Fv de cadeia
simples ou um fragmento Fv ligado por dissulfeto. Numa ainda outra forma de
realizacdo, o fragmento Fab-like pode ser um fragmento Fab 'ou um fragmento F
(ab) 2 fragmento.
A variavel pesado (VH) e leve variavel (VL) do anticorpo estdo envolvidos no
reconhecimento do antigeno , um facto primeiro reconhecido por experiéncias de
digestdo da protease do inicio. Outra confirmacdo foi encontrado por
"humanizacao" de anticorpos de roedores. Os dominios variaveis de origem em
roedor podem ser fundidos com dominios constantes de origem humana de tal
modo que o anticorpo resultante retém a especificidade antigénica do anticorpo
parent-roedor (Morrison et al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 81, 6851-6855).
[000149] Em uma especificidade antigénica preferida é conferida por dominios
variaveis e € independente dos dominios constantes, como € conhecido a partir de
experiéncias envolvendo a expressédo bacteriana de fragmentos de anticorpos,
contendo todos, um ou mais dominios variaveis. Estas moléculas incluem
moléculas semelhantes a Fab (Better et al (1988) Science 240, 1041); Moléculas
Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); Fv de cadeia simples (ScFv) onde os
dominios moléculas parceiros VH e VL estéo ligados através de um oligopéptido
flexivel (Bird et al (1988) Science 242, 423;.... Huston et al (1988) Proc Natl Acad
Sci EUA 85, 5879) e anticorpos de dominio uUnico (dAb) compreendendo ou
consistindo de dominios V isolados (Ward et al (1989) Nature 341, 544). Uma
revisdo geral das técnicas envolvidas na sintese de fragmentos de anticorpo que
mantém os seus locais de ligacdo especificos pode ser encontrado em Winter &
Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

[000150] Assim, por "fragmento de ligacdo ao antigeno

nés incluimos um
fragmento funcional de um anticorpo que é capaz de se ligar a TG2.
Os fragmentos de ligagdo ao antigenoexemplificativos podem ser selecionados a

partir do grupo que consiste em fragmentos de Fv (por exemplo, cadeia simples Fv
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e Fv dissulfeto-ligado), e fragmentos semelhantes a Fab (por exemplo, fragmentos
Fab, fragmentos Fab 'e F (ab) 2).

[000151] Numa forma de realizagéo da invencao, o fragmento de ligacéo ao
antigenoé um scFv.

[000152] As vantagens de utilizar fragmentos de anticorpos, em vez de
anticorpos inteiros, sao varias vezes. O menor tamanho dos fragmentos pode levar
a propriedades farmacolégicas melhoradas, tais como uma melhor penetracdo de
tecido sdlido

[000153] . Além disso, os fragmentos de ligacdo ao antigeno , tais como Fab,
Fv, ScFv e dAb fragmentos de anticorpos podem ser expressos em, e segregados
por E. coli, permitindo assim a producéao facil de grandes quantidades dos referidos
fragmentos.

[000154] Também incluidos dentro do ambito da invencéo sdo as versoes de
anticorpos e fragmentos de ligacdo a um antigenomodificado da mesma, por
exemplo, modificada pela ligacao covalente de polietilenoglicol ou outro polimero
adequado.

[000155] E particularmente preferido que o anticorpo ou fragmento de ligac&o
ao antigenoé uma molécula recombinante.

[000156] Métodos de geracdo de anticorpos e fragmentos de anticorpos séo
bem conhecidos na arte. Por exemplo, os anticorpos podem ser gerados por meio
de qualquer um dos véarios métodos que empregam a inducao in vivo da produgéo
de moléculas de anticorpos, o rastreio de bibliotecas de imunoglobulina (Orlandi et
al, 1989. Proc Natl Acad Sci EUA 86.:.... 3833-3837. .; Winter et al, 1991, Nature
349: 293-299) ou a geracao de moléculas de anticorpos monoclonais por linhas de
células em cultura. Estes incluem, mas ndo estdo limitadas a, a técnica de
hibridoma, a técnica de hibridoma de células B humanas, e o virus de Epstein-Barr
(EBV) -hybridoma técnica (Kohler et ai, 1975. Nature 256: 4950497; Kozbor et al.,.
, J. 1985. Immunol Methods. 81: 31-42; Cote et al, 1983. Proc Natl Acad Sci EUA
80:......... 2026-2030; Cole et al, Mol Cell Biol 1984 62 : 109-120).
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[000157] Convenientemente, a invencdo  proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno , em que 0 anticorpo € um anticorpo
recombinante (ou seja, em que ele é produzido por meio recombinante).

[000158] Numa forma de realizagdo particularmente preferida de qualquer
aspecto da invencao, o anticorpo pode ser um anticorpo monoclonal.

[000159] Os anticorpos monoclonais adequados para antigeno s selecionados
podem ser preparados por técnicas conhecidas, por exemplo as divulgadas em
"Monoclonal Antibodies: A Manual de técnicas", H Zola (CRC Press, 1988) e em
"Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques e Applications”, JGR Hurrell (CRC
Press, 1982), que séo aqui incorporados por referéncia. Exemplos de anticorpos
monoclonais da invencdo e métodos adequados para a sua fabricagcdo séo
fornecidos nos Exemplos abaixo.

[000160] Os fragmentos de anticorpos também pode ser obtida usando
métodos bem conhecidos na arte (ver, por exemplo, Harlow & Lane, 1988,
"Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova lorque,
gue € aqui incorporado por referéncia). Por exemplo, os fragmentos de anticorpos
da presente invencdo podem ser preparados por hidrélise proteolitica do anticorpo
ou por expressdo em E. coli ou células de mamiferos (por exemplo, cultura de
células de ovério de hamster chinés ou outros sistemas de expresséo de proteina)
de DNA que codificam para o fragmento. Alternativamente, os fragmentos de
anticorpo podem ser obtidos por digestdo com pepsina ou papaina de anticorpos
inteiros através de métodos convencionais.

[000161] Em uma forma de realizacdo de qualquer aspecto da invencéo, o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno pode ser um anticorpo humano ou
um anticorpo humanizado.

[000162] Serd apreciado por pessoas peritas na arte que, para a terapia
humana ou de diagnostico, podem ser utilizados anticorpos humanizados. Formas
humanizadas de anticorpos nao humanos (por exemplo murinos) sao

geneticamente modificadas anticorpos quiméricos ou fragmentos de anticorpos que
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possuem o minimo de porcdes derivadas de anticorpos ndo humanos. Os
anticorpos humanizados incluem anticorpos em que as regides determinantes de
complementaridade de um anticorpo humano (anticorpo receptor) sao substituidos
por residuos de uma regido determinante de complementaridade de uma espécie
ndao humana (anticorpo dador) tal como ratinho, rato ou coelho, possuindo a
funcionalidade desejada. Em alguns casos, residuos de estrutura Fv do anticorpo
humano séo substituidos pelos correspondentes residuos ndo humanos. Os
anticorpos humanizados podem também compreender residuos que ndo séo
encontrados nem no anticorpo receptor nem na determinacdo de
complementaridade importada ou sequéncias da regido de enquadramento. Em
geral, o anticorpo humanizado compreenderéd substancialmente a totalidade de
pelo menos um, e tipicamente dois, dominios varidveis, em que todas ou
substancialmente todas as regides determinantes de complementaridade
correspondem as de um anticorpo ndo humana e todas, ou substancialmente todos,
de as regides estruturais correspondem as de uma sequéncia de consenso humana
relevante.

[000163] Os anticorpos monoclonais humanizados optimamente adequados
também incluem pelo menos uma porgédo de uma regido constante de anticorpo, tal
como uma regidao Fc, tipicamente derivada de um anticorpo humano (ver, por
exemplo, Jones et ai, 1986. Nature 321:. 522-525; Riechmann et ai, 1988, Nature
332:. 323-329; Presta, 1992, Curr Op Struct Biol 2: 593-596, que sao aqui
incorporados por referéncia).....

[000164] Os métodos para humanizar anticorpos ndao humanos sdo bem
conhecidos na arte. Em geral, o anticorpo humanizado tem um ou mais residuos
de aminoéacidos introduzidos nele de uma fonte que € ndo humana. Estes residuos
de aminoacidos n&o-humanos, frequentemente referidos como residuos
importados, séo tipicamente tomados de um dominio variavel importado. A
humanizacéo pode ser efectuada essencialmente como descrito (ver, por exemplo,
Jones et al, 1986, Nature 321:.. 522-525; Reichmann et ai, 1988. Nature 332:. 323-
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327; Verhoeyen et ai, 1988, Science 239 : 1534-1536l; US 4,816,567, que sdo aqui
incorporadas por referéncia) substituindo pelo humana regides determinantes de
complementaridade com as correspondentes regibes determinantes de
complementaridade de roedores. Assim, tais anticorpos humanizados séao
anticorpos quiméricos, em que substancialmente menos do que um dominio
variavel humano intacto foi substituido pela sequéncia correspondente de uma
espécie ndo humana. Na pratica, os anticorpos humanizados podem ser anticorpos
tipicamente humanos nos quais alguns residuos da regido determinantes de
complementaridade e possivelmente alguns residuos da estrutura séo substituidos
por residuos de locais analogos em anticorpos de roedores.

[000165] Os anticorpos humanos também podem ser identificados utilizando
varias técnicas conhecidas na arte, incluindo bibliotecas de exibicdo em fagos (ver,
por exemplo, Hoogenboom & Winter, 1991, J. Mol Biol 227:. 381; Marks et al, 1991,
J. Mol. . Biol. 222: 581; Cole et al, 1985, In: Os anticorpos monoclonais e Cancer
Therapy, Alan R. Liss, pp 77; Boerner et al, 1991. J. Immunol 147:.... 86-95,
Sdderlind et al, 2000, Nat Biotechnol. 18: 852-6 e WO 98/32845, que sdo aqui
incorporados por referéncia).

[000166] O termo "amino&cido”, tal como aqui utilizado, inclui os vinte
aminoacidos padrdo geneticamente codificados e 0s seus estereoisomeros
correspondentes em forma de "D" (em comparagdo com a forma natural "L"),
omega-aminoacidos de ocorréncia natural outros acidos aminados , aminoacidos
nao convencionais (por exemplo, aminoacidos a dissubstituido-a, acidos N-alquil-
amino, etc.) e acidos aminados derivatizados quimicamente.

[000167] Quando um aminoécido esta a ser especificamente enumerado, tal
como "alanina" ou "Ala" ou "A", o termo refere-se tanto a L-alanina e D-alanina, a
menos que explicitamente indicado em contrario. Outros aminoacidos nao
convencionais podem também ser componentes adequadas para polipéptidos do
presente invento, desde que a propriedade funcional desejada seja retida pelo
polipéptido.
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[000168] Para os péptidos apresentados, cada residuo de aminoéacido
codificado, quando apropriado, € representado por uma designacao de letra Unica
correspondente ao nome trivial do aminoacido convencional.

[000169] Numa concretizagdo, o0s polipéptidos como aqui definidos
compreender ou consistir de L-aminoacidos.

[000170] Uma vez que os anticorpos adequados sdo obtidos, eles podem ser
testados quanto a atividade, tal como especificidade ou uma atividade bioldgica de
ligacdo do anticorpo, por exemplo, por ELISA, imuno-histoquimica, citometria de
fluxo, imunoprecipitacdo, Western blot, etc. A atividade biolégica pode ser testado
em diferentes ensaios com leituras para essa funcao especifica.

[000171] Num outro aspecto, 0 presente invento proporciona um
polinucleotideo que codifica um anticorpo ou um fragmento de ligacdo ao
antigenode acordo com o segundo aspecto e as formas de realizacédo
relacionadas do segundo aspecto.

[000172] Deste modo, numa forma de realizagdo, a invengédo proporciona um
polinucleotideo  isolado compreendendo ou consistindo em sequéncias de
nucleotidos:

)
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGA
GAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGG
TTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAG
ATTGTTTGATGGGGTCCCATCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGAT
TTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATTATTGT
CTACAGTATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAA
TAAAA; e/ou

ii)
GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTC
CCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGT
CTTGGGTTCGCCAGACTCCGGACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTA
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GTGTTGGTGGTGGTAAAACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGCTTCAC
CATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGA
GGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAAACTAATCAGTCTCTACTG
GGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA.

[000173] Numa outra forma de realizacdo, a invencdo fornece um
polinucleotideo isolado compreendendo ou consistindo em qualquer uma das
sequéncias de acido nucleico incluidas em qualquer das Figuras 18 a 28.

[000174] Assim, numa forma de realizacdo, a invengcdo fornece um
polinucleotideo  isolado compreendendo ou consistindo em sequéncias de
nucleotidos:

i) GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGA
GAGAGAGTCATCATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATAAATAGTTATTTAAC
CTGGTTCCAACAGAAACCAGGAAAGTCTCCTAAGACCCTGATCTATCTTACAA
ATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCA
AGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACATGAAGATATGGGCATTTATT
ATTGTCTCCAGTATGTTGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCT
GGAAATAAAA; elou

i) GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAG
GGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGTTCCTCTGCC
ATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAAGAGACTGGAGTGGGTCGCAACTA
TTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGATT
CACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATACCTGCAAATGGACAGT
CTGAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCAAAACTAATCAGTCCCTA
CTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA.

[000175] Numa outra forma de realizacdo, a invencdo fornece um
polinucleotideo  isolado compreendendo ou consistindo em sequéncias de
nucleotidos:

) GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGA
GAGAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAAC
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CTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGATCCTGATCTATCTTGTAA
ATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCA
AGATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATT
ATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCT
GGAAATAAAA; elou

ii) GAAGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGG
GTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATGCC
ATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACC
ATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGAT
TCACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAACTGAGCAGT
CTGAGGTCTGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTAATCAGTACCT
ACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA.

[000176] E preferivel que o anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno dos
mesmos da invencao inibe a atividade TG2. Assim, prefere-se que o anticorpo da
invencdo inibe a atividade enzimatica TG2 e, assim, impede-a de funcionar a
ligacdo cruzada de lisina e glutamina residuos com Ne- (y ligacdes glutamil) lisina
isopeptidicas. Prefere-se que a atividade enzimatica da TG2 € completamente
abolida, mas prevé-se que a inibicdo pode ser a inibicdo parcial nos casos em que
esta inibicdo parcial € suficiente para proporcionar um resultado terapéutico ou néo
terapéutico util. O perito na especialidade seria capaz de determinar se a extensao
da inibicao é eficaz para conseguir o resultado desejado.

[000177] E preferivel que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoé
especifico para a inibicdo TG2. Assim, € preferivel que o anticorpo ou fragmento do
mesmo néao inibe TG1, TG3, TG13 e/ ou atividade TG7 de ligacédo ao antigeno.
[000178] Prevé-se que um anticorpo que inibe eficazmente a atividade TG2
mas € suficientemente seletivo de modo a que nao inibe significativamente TG1,
TG3, TG13 e/ou atividade TG7 pode ser particularmente util em medicina. Assim,

prefere-se que o anticorpo inibe a atividade exclusivamente TG2.
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[000179] Num outro aspecto, a invengcdo proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigenocuja ligacdo a TG2 (por exemplo, humano TG2)
€ inibida ou reduzida quando um anticorpo de acordo com qualquer aspecto
precedente € obrigado a TG2 (por exemplo, humano TG2) .

[000180] Assim, a invencao inclui qualgquer anticorpo que se liga seletivamente
a um epitopo dentro da regido de TG2 de tal modo que podem competir com e
perturbem a ligacdo de qualquer anticorpo dos aspectos precedentes.

[000181] Num outro aspecto, 0 presente invento proporciona um composto
compreendendo um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com
qualquer aspecto precedente e uma outra porc¢ao.

[000182] Numa forma de realizac&o, a porgcéo posterior pode ser uma porgao
directamente ou indiretamente citotdxica.

[000183] Por "directamente citotoxico" incluimos o significado de que o radical
€ aquele que por si sO € citotdxica. Por "indiretamente citotoxica" que incluem o
sentido de que o grupo é aquele que, embora ndo seja em si citotoxico, pode induzir
citotoxicidade, por exemplo, sua a¢gdo sobre uma nova molécula ou por outra acédo
sobre ele.

[000184] A porcéo citotoxica pode ser selecionado a partir de, mas néo se limita
a, 0 grupo que compreende um agente quimioterapéutico directamente citotéxico,
um polipéptido directamente citotoxico, uma por¢cado que € capaz de converter uma
prodroga relativamente ndo téxica numa droga citotoxica, um radiossensibilizador,
um citotoxica directa de acido nucleico, uma molécula de acido nucleico que
codifica um polipéptido directamente ou indiretamente citotoxica, uma molécula de
acido nucleico que codifica um polipéptido terapéutico, ou um atomo radioativo.
E ainda previsto nesta invengéo que o atomo radioativo pode ser qualquer um de
fosforo-32, iodo-125, iodo-131, indio-111, rénio-186, rénio-188 ou itrio-90.
[000185] Agentes quimioterapéuticos citotoxicos, tais como agentes anticanceér,

incluem:
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[000186] agentes alquilantes incluindo mostardas de azoto tais como
mecloretamina (HNZ2), ciclofosfamida, ifosfamida, melfalano (L-sarcolisina) e
clorambucilo; etileniminas e metilmelaminas tais como hexametilmelamina, tiotepa;
sulfonatos de alquilo tais como bussulfano; nitrosoureias tais como carmustina
(BCNU), Ilomustina (CCNU), semustina (metil-CCNU) e estreptozocina
(estreptozotocina); e triazenos tais como decarbazina (DTIC;
dimethyltriazenoimidazole-carboxamida); Os anti-metabolitos incluindo analogos
de &cido fdlico tais como metotrexato (ametopterina); analogos de pirimidina tais
como fluorouracilo (5-fluorouracilo; 5-FU), floxuridina (fluorodesoxiuridina; FUdR) e
citarabina (arabinodsido de citosina); e analogos de purina e inibidores relacionados
tais como mercaptopurina (6-mercaptopurina; 6-MP), tioguanina (6-tioguanina; TG)
e pentostatina (2'-desoxicoformicina). Produtos naturais incluindo alcaléides de
vinca tais como vinblastina (VLB) e vincristina; epipodofilotoxinas tais como
etoposido e teniposido; antibidticos tais como dactinomicina (actinomicina D),
daunorrubicina (daunomicina; rubidomicina), doxorrubicina, bleomicina, plicamicina
(mitramicina) e mitomicina (mitomicina C); enzimas tais como L-asparaginase; e
modificadores da resposta bioldgica tais como interferdo alphenomes. Agentes
diversos incluindo complexos de coordenacéao de platina, tais como cisplatina (cis-
DDP) e a carboplatina; antracenodiona tal como mitoxantrona e antraciclina; ureia
substituida tal como hidroxiureia; derivado de metil hidrazina tais como
procarbazina (N-metil-hidrazina, MIH); e supressor adrenocortical tais como
mitotano (o, p'-DDD) e aminoglutetimida; taxol e analogos/derivados; e
agonistas/antagonistas da hormona tais como flutamida e tamoxifeno.

[000187] Varios destes agentes foram previamente ligados a anticorpos e
outros agentes de entrega local-alvo e, assim, os compostos da invencéo
compreendendo estes agentes podem ser facilmente feita pela pessoa especialista
na técnica. Por exemplo, (70 Bauminger & Wilchek (1980) Methods Enzymol, 151-
159.; Aqui incorporada por referéncia) carbodiimida conjugacéo pode ser utilizado

para conjugar uma variedade de agentes, incluindo a doxorrubicina, a anticorpos.
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[000188] Péptidos citotoxicos ou porcdes polipeptidicas incluem qualquer
porcdo que leva a morte celular. Citotéxicos peptidicos e porcdes de polipéptidos
sdo bem conhecidos na arte e incluem, por exemplo, ricina, abrina, exotoxina de
Pseudomonas, factor tecidual e semelhantes. Os métodos para a sua ligacéo aos
porcdes de direcionamento, tais como anticorpos também s&o conhecidos na arte.
O uso da ricina como agente citotoxico é descrito em Burrows & Thorpe (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 90, 8996-9000, aqui incorporada por referéncia, e a
utilizacdo de factor de tecido, o que leva a localizada a coagulacdo do sangue e
enfarte de um tumor, foi descrita por Ran et al (1998) Cancer Res. 58, 4646-4653
e Huang et al (1997) Science 275, 547-550. Tsai et al (1995) Dis. Colon Rectum 38,
1067-1074 descreve a abrina, cadeia conjugado com um anticorpo monoclonal e é
aqui incorporada por referéncia. Outras proteinas de inativacao de ribossomas séo
descritos como agentes citotoxicos em WO 96/06641. Exotoxina de Pseudomonas
também pode ser utilizado como a por¢ao citotoxica polipéptido (ver, por exemplo,
Aiello et al (1995) Proc Natl Acad Sci EUA 92, 10457-10461; Aqui incorporado por
referéncia).

[000189] Algumas citocinas, tais como TNFa e IL-2, podem também ser Uteis
como agentes citotoxicos.Determinados atomos radioativos podem também ser
entregues citotdxica se em doses suficientes. Assim, a por¢ao citotdxica pode
compreender um atomo radioativo que, em uso, proporciona uma quantidade
suficiente de radioatividade ao local alvo de forma a ser citotéxico. Atomos
radioativos adequados incluem fésforo-32, iodo-125, iodo-131, indio-111, rénio-
186, rénio-188 ou itrio-90, ou qualquer outro isétopo que emite energia suficiente
para destruir as células vizinhas, organelos ou de &cido nucleico. De preferéncia,
0s isotopos e densidade de atomos radioativos no composto da invencdo sdao tais
gue uma dose superior a 4000 cGy (preferencialmente pelo menos 6000, 8000 ou
10.000 cGy) é entregue no local alvo e, de preferéncia, as células a o local alvo e
seus organelos, particularmente o nucleo. O atomo radioativo pode ser ligado ao
anticorpo de formas conhecidas. Por exemplo, o EDTA ou outro agente quelante
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pode ser ligado ao anticorpo e utilizado para fixar o 1In ou Y. Residuos de
tirosina podem ser rotulados com 2% ou 131,

[000190] A porcao citotoxica pode ser um polipéptido indiretamente citotoxico
adequado. Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o polipéptido
indiretamente citotoxica € um polipéptido que tem atividade enzimatica e pode
converter uma prodroga relativamente ndo toxica numa droga citotoxica. Quando a
porcdo de direcionamento € um anticorpo deste tipo de sistema é muitas vezes
referido como ADEPT (Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy). O sistema
requer que o grupo de direcionamento localiza a por¢cdo enzimatica para o local
desejado no corpo do paciente (isto €, o local que expressa MR, tal como novo
tecido vascular associado a um tumor) e depois de dar tempo para que a enzima
se localize no local, a administracdo de um pré-farmaco que é um substrato para a
enzima, o produto final da catélise um composto citotoxico ser. O objectivo da
abordagem consiste em maximizar a concentracdo de droga no local desejado e
minimizar a concentragao de droga nos tecidos normais (ver Senter, PD et al (1988)
"Os efeitos anti-tumor de conjugados de fosfatase alcalina-anticorpos em
combinacéo com fosfato de etoposido "...., Proc Natl Acad Sci EUA 85, 4842-4846;
Bagshawe (1987) Br J. Cancer 56, 531-2;. e Bagshawe, KD et al (1988)" Um agente
citotoxico pode ser gerado seletivamente em locais de cancer "Br. J. Cancer. 58,
700-703.)

[000191] A substancia citotdxica pode ser qualquer droga anti-cancér existente,
tal como um agente alquilante; um agente que se intercala no ADN; um agente que
inibe quaisquer enzimas chave como a di-hidrofolato-redutase, timidina-sintetase,
a ribonucleétido-redutase, nucledsido-quinases ou topoisomerase; ou um agente
que efectua a morte celular ao interagir com qualquer outro constituinte celular. O
etoposido € um exemplo de um inibidor da topoisomerase.

[000192] Sistemas pro-farmaco relatados incluem: uma prodroga de mostarda
de fenol ativada por uma coli B-glucuronidase de E. (Wang et al, 1992 e Roffler et

al, 1991); uma prodroga de doxorrubicina ativada por uma B-glucuronidase humana
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(Bosslet et al, 1994); doxorrubicina ainda pro-drogas ativadas por graos de café a-
galactosidase (Azoulay et al, 1995); prodrogas de daunorubicina, ativadas por
graos de café a-D-galactosidase (Gesson et al, 1994); um pro-farmaco 5-
fluorouridina ativada por uma E. coli B-D-galactosidase (Abraham et al, 1994); e
prodrogas de metotrexato (por exemplo, metotrexato-alanina) ativadas por
carboxipeptidase A (Kuefner et al, 1990, Vitols et al, 1992 e Vitols et al, 1995).

[000193] Estes e outros estdo incluidos na Tabela 1.

Tabela 1
Enzima Pr6-droga
Carboxipeptidase G2 Os derivados de acido L-glutamico e mostardas de

acido benzobico, mostardas de anilina, mostardas de
fenol e mostardas de fenilenodiamina; derivados

fluorados destes

Fosfatase alcalina

Fosfato de etoposido

Fosfato de mitomicina

Beta-glucuronidase

p- Hidroxianilina de mostarda-glucuronido

Epirrubicina-glucuronida

Penicilina-V-amidase

Adriamicina-N fenoxiacetilo

Penicilina-G-amidase

N- (4'-hidroxifenil acetil) palitoxina

Doxorrubicina e melfalano

Beta-lactamase

Nitrogénio mostarda-cefalosporina
p-fenilenodiamina; derivados doxorrubicina;
vinblastina derivado-cefalosporina,

mostarda de cefalosporina; um derivado de taxol

Beta-glucosidase

Acido cianofenilmetil-beta-D-gluco-

piranosidurdnico

Nitrorredutase

5- (Azaridin-1-il -) - 2,4-dinitrobenzamida

Citosina deaminase

5-Fluorocitosina

Carboxipeptidase A

Metotrexato-alanina

[000194] (Esta tabela é adaptada de Bagshawe (1995) Drug Dev Res 34, 220-

230, a partir do qual podem ser obtidas referéncias completas destes varios
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sistemas;.. O derivado de taxol é descrito em Rodrigues, ML et al (1995) Chemistry
& Biology 2, 223).

[000195] As enzimas adequadas para fazer parte da por¢cdo enzimética da
invencdo incluem: exopeptidases, como as carboxipeptidases G, G1 e G2 (para
prodrogas mostarda glutamylated), as carboxipeptidases A e B (para prodrogas
baseadas em MTX) e aminopeptidases (para 2-a- pré-drogas aminocyl MTC);
endopeptidases, como, por exemplo thrombolysin (para prodrogas de trombina);
hidrolases, tal como fosfatases (por exemplo, fosfatase alcalina) ou sulfatases (por
exemplo, aril sulfatases) (para prodrogas phosphylated ou sulfatados); amidases,
tais como penicilina-amidases e arilacilo amidase; lactamases, tais como -
lactamases; glicosidases, como [-glucuronidase (para antraciclinas -
glucuronomide), a-galactosidase (para amigdalina) e [-galactosidase (para
antraciclina B-galactose);

[000196] desaminases, como a citosina-desaminase (para 5FC); quinases, tais
como a uroquinase e a timidina-quinase (para ganciclovir); redutases, como a nitro-
redutase (para CB1954 e anélogos), azoreductase (para mostardas de
azobenzeno) e DT-diaforase (para CB1954); oxidases, tais como glucose-oxidase
(para glucose), xantina-oxidase (para xantina) e lactoperoxidase; DL-racemases,
anticorpos cataliticos e ciclodextrinas.

[000197] A pro-droga é relativamente ndo-téxico em comparacdo com 0
farmaco citotoxico. Tipicamente, tem menos de 10% da toxicidade,
preferencialmente menos de 1% da toxicidade, como medida num teste de
citotoxicidade adequado in vitro. E provavel que a por¢éo que é capaz de converter
um pré-farmaco de um farmaco citotoxico sera ativa isolada do resto do composto,
mas é necessario apenas para que seja ativa quando (a) estd em combina¢cdo com
0 resto o composto e (b) o composto esta ligado a, adjacente a ou internalizado nas
células-alvo.

[000198] Quando cada fracdo do composto é um polipéptido, as duas porcoes

podem ser ligadas entre si por qualquer das maneiras convencionais de
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polipéptidos de ligacéo cruzada, tais como os geralmente descritos em O'Sullivan
et al (1979) Anal. Biochem. 100, 100-108. Alternativamente, o composto pode ser
produzido como um composto de fusdo por técnicas de ADN recombinante em que
um comprimento de ADN compreende as respectivas regides que codificam as
duas porcbes do composto da invengcdo ou um adjacente outra ou separadas por
uma regido que codifica um péptido ligante que ndo destréi as propriedades
desejadas do composto. E concebivel que as duas por¢des do composto podem
sobrepor-se total ou parcialmente.

[000199] A porcdo citotoxica pode ser um radiossensibilizador. Os
radiossensibilizadores incluem fluoropirimidinas, analogos de timidina, hidroxiureia,
gemcitabina, fludarabina, nicotinamida, pirimidinas  halogenadas, 3-
aminobenzamida, 3-aminobenzodiamide, etanixadole, pimonidazole e misonidazol
(ver, por exemplo, McGinn et al (1996) J. Natl. Cancer Inst. 88, 1193-11203;
Shewach & Lawrence (1996) Invest New Drugs 14, 257-263;. Horsman (1995) Acta
Oncol 34, 571-587;. Shenoy e Singh (1992) Clin Invest 10, 533-551. ; Mitchell et al
(1989) Int J. Radiat Biol 56, 827-836;... lliakis & Kurtzman (1989) Int J. Radiat Oncol
Biol Phys 16, 1235-1241;..... Brown (1989) Int . J. Biol Phys Radiat Oncol 16, 987-
993;.... Brown (1985) Cancer 55, 2222-2228).

[000200] Além disso, a entrega de genes em células pode radiosensitise-los,
por exemplo, a entrega do gene de p53 ou de ciclina D (Lang et al (1998) J.
Neurosurg 89, 125-132;.. Coco Martin et al (1999) Cancer Res 59, 1134-1140).
[000201] A outra porcdo pode ser um que se torna citotdxica, ou liberta uma
porcao citotoxica, apds irradiacdo. Por exemplo, o boro-is6topo 10, quando
adequadamente irradiado, liberta particulas o que séo citotoxicas (ver, por
exemplo, US 4348376 para Goldenberg; Primus et al (1996) Bioconjug Chem 7,
532-535..).

Da mesma forma, a porcao citotoxica pode ser um que seja util em terapia
fotodinamica, tais como photofrin (ver, por exemplo, Dougherty et al (1998) J. Natl.
Cancer Inst. 90, 889-905).
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[000202] A porcéao citotéxica pode ser uma molécula de acido nucleico que é
directamente ou indiretamente citotéxica. Por exemplo, a molécula de &cido
nucleico pode ser um oligonucleo6tido antisentido que, ap6s localizagéo no local alvo
€ capaz de entrar nas células e provocar a sua morte. O oligonucleétido, por
conseguinte, pode ser uma que previne a expressao de um gene essencial, ou um
gue conduz a uma mudanca na expressao do gene que provoca a apoptose.
Os exemplos de oligonucleidos adequados incluem aqueles dirigidos para bcl-2
(Ziegler et al (1997) J. Natl. Cancer Inst. 89, 1027-1036), e a polimerase de ADN e
a topoisomerase lla (Lee et al (1996) Anticancer Res 16. , 1805-1811.

[000203] Os acidos nucleicos de péptidos podem ser Gteis no lugar de acidos
nucleicos convencionais (veja Knudsen & Nielsen (1997) Anticancer Drugs 8, 113-
118).

[000204] Em uma forma de realizacdo do composto da invengao, o anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno e a porcao citotoxica pode ser polipéptidos
gue estdo fundidos. Assim, a invencao proporciona ainda um polinucleotideo que
codifica um tal composto.

[000205] Numa outra forma de realizacdo, a porcdo posterior pode ser uma
porcao facilmente detectavel. Prevé-se que a porcao prontamente detectavel pode
compreender uma quantidade adequada de qualquer um de iodo-123, iodo-131,
indio-111, flr-19, carbono-13, azoto-15, oxigénio-17, Technitium-99m, gadolinio,
manganés ou ferro.

[000206] Por um "radical facilmente detectavel" incluimos o significado de que
o radical € aquele que, quando localizado no sitio alvo, apds a administracéo do
composto da invencdo a um paciente, pode ser detectado, tipicamente de forma
nao invasiva a partir do exterior do corpo eo local do alvo localizado. Assim, os
compostos desta configuracéo da invencéo séo uteis em imagem e diagndstico.
[000207] Tipicamente, a por¢cado prontamente detectavel € ou compreende um
atomo radioativo que é (til na criagdo de imagens. Atomos radioativos adequados

incluem tecnécio-99m ou iodo-123 para estudos de cintilografia. Outras por¢cdes
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prontamente detectaveis incluem, por exemplo, marcadores de spin para
imagiologia de ressonancia magnética (MRI), tal como iodo-123 novamente, iodo-
131, indio-111, fIr-19, carbono-13, azoto-15, oxigénio-17, gadolinio , manganés e
ferro. Claramente, o composto da invencdo deve ser suficiente dos isétopos
atomicos apropriados para que a molécula seja facilmente detectavel.

[000208] Os radiomarcadores ou outros marcadores podem ser incorporados
no composto da invencdo de maneiras conhecidas. Por exemplo, se o anticorpo é
um polipeptideo que pode ser biossintetizado ou pode ser sintetizado por sintese
guimica de aminoacidos utilizando precursores de aminoacidos adequados
envolvendo, por exemplo, flior-19 em vez de hidrogénio. Marcadores tais como
9®MT¢, 123], 186RN, 188Rh e 11In podem, por exemplo, serem fixados em residuos via
cisteina em anticorpos. Yttrium-90 pode ser fixado via um residuo de lisina. O
Método IODOGEN (Fraker er al (1978) Biochem. Biophys. Res. Comm. 80, 49-57)
pode ser usado para incorporar iodine-123. Referencia (“Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy”, J-F Chatal, CRC Press, 1989) descreve outros métodos em
detalhes.

[000209] Num outro aspecto, a presente invengao proporciona um vetor que
compreende qualquer polinucleotideo da invencéo.

[000210] Vetores Plasmideos tipicos procarioticos sédo: pUC18, pUC19,
pBR322 e pBR329 disponiveis a partir de Biorad Laboratories (Richmond, CA,
USA); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 e pRIT5 disponiveis a partir da
Farmacia (Piscataway, NJ, USA); vetores pBS, vetores Phagescript, vetores
Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A disponiveis a partir de Stratagene
Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, USA).

[000211] Um vetor plasmidico de célula de mamifero tipico pSVL esta
disponivel a partir da Farmacia (Piscataway, NJ, USA). Um exemplo de um vetor
de expressdo de mamifero indutivel € pMSG, também disponivel em Pharmacia
(Piscataway, NJ, EUA).
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[000212] Vetores de plasmideo de levedura uteis sdo pRS403-406 e pRS413-
416 e estdo geralmente disponiveis em Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA
92037, EUA). Os plasmideos pRS403, pRS404, pRS405 e pRS406 séo levedura
Integrando plasmideos (YIps) e incorporar as leveduras marcadores selecionaveis
HIS3, TRP1, LEU2 e URA3. Os plasmideos pRS413-416 sdo plasmideos de
Centrémeros de Levedura (Ycp).

[000213] Métodos bem conhecidos dos peritos na arte pode ser utilizado para
construir vetores de expressao contendo a sequéncia de codificacdo e, por exemplo
controles de transcricdo ou da traducédo adequada.

[000214] Ainda para além disso, a invencao proporciona uma célula hospedeira
compreendendo qualquer polinucleotideo ou vetor da invengéo.

[000215] Muitos sistemas de expressao sdo conhecidos, incluindo o emprego
de sistemas de: (bactérias. Por exemplo E. coli e Bacillus subtilis) transformadas
com, por exemplo, bacteriéfago recombinante, o plasmideo ou DNA de cosmideo
vetores de expressdo; leveduras (por exemplo Saccharomyces cerevisiae.)
transformadas com, por exemplo, vetores de expressao de levedura; sistemas de
células de insectos transformadas com, por exemplo, vetores de expressao virais
(por exemplo, baculovirus.); sistemas de células de plantas transfectadas com, por
exemplo, expresséo de vetores virais ou bacterianas; sistemas de células animais
transfectadas com, por exemplo, vetores de expressao de adenovirus.

[000216] Os vetores podem incluir um replicdo procariotico, tal como o Col E1
ori, para propagacao num procariota, mesmo que o vetor € para ser utilizado para
expressao noutros tipos de células, ndo procaridticas. Os vetores podem também
incluir um promotor apropriado tal como um promotor procariético capaz de dirigir
a expressao (transcri¢ao e traducao) dos genes numa célula hospedeira bacteriana,
tal como E. coli, transformada com ele.

[000217] Um promotor € um elemento de controle de expressao formado por
uma sequéncia de ADN que permite a ligacdo de ARN polimerase e a transcricao

ocorram. As sequéncias promotoras compativeis com hospedeiros bacterianos
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exemplares sao tipicamente proporcionadas em vetores plasmideos contendo
locais de restricdo convenientes para insercdo de um segmento de ADN do
presente invento.

[000218] O polinucleotideo numa célula hospedeira adequada pode ser
expresso para produzir o anticorpo ou o composto da invengcdo. Assim, 0
polinucleotideo  pode ser utilizado de acordo com técnicas conhecidas,
apropriadamente modificadas tendo em conta os ensinamentos aqui contidos, para
construir um vetor de expressédo, que é entdo utilizado para transformar uma célula
hospedeira apropriada para a expressao e producéo do anticorpo ou do composto
de ainvencédo . Tais técnicas incluem as divulgadas em Patentes US Nos 4440859.;
4.530.901; 4.582.800; 4.677.063; 4.678.751; 4.704.362; 4.710.463; 4.757.006;
4.766.075; e 4810648, todas as quais séo aqui incorporadas por referéncia.
[000219] O polinucleotideo pode ser unido a uma grande variedade de outras
sequéncias de ADN para introducdo num hospedeiro apropriado. O ADN
companheiro dependerd da natureza do hospedeiro, do modo de introducéo do
ADN no hospedeiro e de se a manutencao epissomal ou integracéo for desejado.
Geralmente, o polinucleotideo € inserido num vetor de expressao, tal como um
plasmideo, em orientacdo adequada e quadro de leitura correcto para expressao.
Se necessario, 0 ADN pode ser ligado para a transcricao adequada e sequéncias
nucleotidicas de controle de regulacéo da traducéo reconhecidas pelo hospedeiro
desejado, embora tais controles estejam geralmente disponiveis no vetor de
expressdo. Assim, a insercdo de DNA pode ser operacionalmente ligado a um
promotor apropriado. Promotores bacterianas incluem a E. coli lacl e lacZ
promotores, o0 T3 e T7, o promotor gpt, o PR do fago A e promotores PL, o promotor
phoA e o promotor trp. Os promotores eucarioticos incluem o promotor imediato
precoce de CMV, o promotor da cinase de timidina de HSV, os promotores SV40
precoces e tardios e os promotores de LTRs retrovirais. Outros promotores
adequados serdo do conhecimento dos peritos na arte. As construcdes de

expressao irdo também desejavelmente conter locais para iniciacdo e terminagéo
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da transcricdo, e na regido transcrita, local de ligacdo ao ribossoma para a
traducédo. (Hastings et al, Patente Internacional No. WO 98/16643, publicada em 23
de Abril de 1998).

[000220] O vetor é entéo introduzido no hospedeiro através de técnicas padrao.
Geralmente, nem todos os hospedeiros serdo transformados pelo vetor e, portanto,
sera necessario selecionar para células hospedeiras transformadas. Uma técnica
de seleccéo envolve a incorporagédo no vetor de expressao de um marcador de
sequéncia de ADN, com quaisquer elementos de controle necessarios, que codifica
para uma caracteristica selecionavel na célula transformada. Esses marcadores
incluem di-hidrofolato redutase, G418 ou resisténcia a neomicina para cultura de
células eucariodticas, e tetraciclina, canamicina ou genes de resisténcia a ampicilina
para cultura em E. coli e outras bactérias. Alternativamente, o gene para tal
caracteristica selecionavel pode estar noutro vetor, que é utilizado para co-
transformar a célula hospedeira desejada.
As células hospedeiras que foram transformadas pelo ADN recombinante da
invencdo sao entdo cultivadas durante um tempo suficiente e sob condi¢gbes
apropriadas conhecidas dos peritos na arte tendo em vista 0s ensinamentos aqui
divulgados para permitir a expressdo do polipéptido, que pode entdo ser
recuperada.

[000221] O anticorpo ou 0 composto pode ser recuperado e purificado a partir
de culturas de células recombinantes por métodos bem conhecidos, incluindo
precipitacdo com sulfato de amonio ou etanol, extracdo com acido, cromatografia
de permuta aniénica ou cationica, cromatografia com fosfocelulose, cromatografia
de interacdo hidrofébica, cromatografia de afinidade, cromatografia de
hidroxilapatite e cromatografia de lectina. Mais preferencialmente, a cromatografia
liguida de alto desempenho ("HPLC") é utilizada para a purificacéo.

[000222] Ainda para além disso, a invencdo proporciona uma linha de célula
hospedeira estavel que produz um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao

antigenode acordo com qualquer aspecto anterior ou um composto da invencgao
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resultante da incorporacéo na linha de células de um polinucleotideo exdgeno ou
vetor da invencao.

[000223] A célula hospedeira pode ser ou procariética ou eucaribtica. As
células bacterianas séo células hospedeiras procarioticas preferidas e tipicamente
sé@o uma estirpe de Escherichia coli tal como, por exemplo, a estirpes de E. coli DH5
disponivel de Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, EUA, e RR1
disponivel da American Type Culture Collection (ATCC) de Rockville, MD, EUA
(ATCC n 31343). As células hospedeiras eucaritticas preferidas incluem leveduras e
células de mamifero, de preferéncia células de vertebrado tais como as de um ratinho,
rato, macaco ou linha de células fibroblasticas humana. As células hospedeiras de
levedura incluem YPH499, YPH500 e YPH501 que se encontram geralmente
disponiveis de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EUA. As células
hospedeiras de mamifero preferidas incluem de ovario de hamster chinés (CHO)
disponiveis da ATCC como CCL61, células NIH Swiss embrido de ratinho NIH/3T3,
disponiveis da ATCC como CRL 1658, e derivadas de rim de macaco COS-1 a partir
de células disponiveis da ATCC como CRL 1650.

[000224] Para além das proprias células hospedeiras transformadas, o
presente invento contempla também uma cultura dessas células, preferivelmente
uma cultura monoclonal (clonalmente homogénea) cultura, ou uma cultura derivada
de uma cultura monoclonal, num meio nutriente.

[000225] Num outro aspecto, a presente invencdo proporciona uma
composicao/formulacao farmacéutica compreendendo um anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigenode acordo com qualquer aspecto da invencéo, ou de um
polinucleotideo de acordo com a invencdo, ou um composto de acordo com a
invencdo, em mistura com um excipiente farmaceuticamente aceitavel, um
adjuvante, diluente ou veiculo.

[000226] Por "farmaceuticamente aceitavel" é incluido na formulacdo que é
estéril e isenta de pirogénios. Os veiculos farmacéuticos adequados sdo bem

conhecidos na arte da farméacia. O transportador (es) devem ser "aceitaveis" no
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sentido de serem compativeis com o0 composto da invencdo e nao serem
prejudiciais para os seus receptores. Tipicamente, os transportadores serdo agua
ou solucdo salina que sera estéril e isenta de pirogénios; no entanto, podem ser
utilizados outros veiculos aceitaveis.

[000227] Numa forma de realizacéo, a composicao farmacéutica / formulagcéo
da invencdo pode ainda compreender um ingrediente ativo adicional, isto &, um
agente terapeuticamente ativo que nao seja o anticorpo ou fragmento de ligagao ao
antigeno dos mesmos da presente invengdo. Prevé-se que um ou mais agentes
ativos adicionais podem aumentar a eficacia farmacéutica da composicéo/
formulacao contra a doenca alvo, conforme apropriado. Numa forma de realizacéo,
0 outro ingrediente ativo pode ser um agente terapéutico selecionado a partir de um
agente envolvido na reducédo da formacao de cicatrizes do tecido, reduzindo os
emaranhados neurofibrilliary, e/ou reduzindo a resisténcia a quimioterapia.
[000228] Numa forma de realizacdo preferida, a composicao
farmacéutica/formulagédo pode ser formulada para administracdo intravenosa,
intramuscular, subcutédnea ou entrega a um paciente.

[000229] E preferivel que a composicdo/formulacéo farmacéutica compreende
uma quantidade do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoda invencao
eficaz para tratar as varias condi¢cdes descritas acima e mais abaixo.

[000230] Um outro aspecto da invengcdo proporciona um kit de partes
compreendendo um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com
gualquer aspecto da invencao, ou de um polinucleotideo de acordo do inveniton,
ou um composto da invencdo; e um ou mais agentes adicionais. Prevé-se que 0s
agentes adicionais podem ser qualquer um dos outros ingredientes ativos
anteriormente descritos, ou qualquer outro agente adequado.

[000231] Ainda num outro aspecto, a invengao proporciona uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode

acordo com qualquer aspecto da invencado, ou um polinucleotideo da invencéo, ou
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um composto, composicao farmacéutica / formulacéo, ou o kit de componentes da
invengdo, para utilizagdo em medicina.

[000232] TG2 é claramente uma enzima multifuncional e tem sido associada a uma
variedade de funcdes celulares, incluindo a estabilizacdo e o transporte nuclear [28, 29],
endocitose [30, 31], de sinalizacdo GTPase [32-34], apoptose [35, 36], de células
adeséao [37-39], a integridade do citoesqueleto [28, 29] e ECM estabilizacdo [9]. Uma
peguena molécula inibidora pode impedir em todas essas fun¢des, como, em geral, eles
tém livre acesso ao espaco extracelular e interior da célula. Um anticorpo ndo pode
entrar na célula e, como tal, as func¢des intracelulares de TG2 néo seria afectado por um
anticorpo especifico TG2 administrado in vivo.

[000233] E importante notar a maior parte dos papéis patoldgicos de TG2
parecem ser extracelular, tais como o seu papel na cicatrizacdo de tecidos e fibrose,
doenca celiaca e cancér. Assim, utilizando um anticorpo que se liga seletivamente
TG2 em medicina traria um grau adicional de seletividade prevencéo de efeitos
indesejaveis intracelulares que poderiam traduzir-se em efeitos colaterais
indesejaveis da terapia.

[000234] Por conseguinte, os anticorpos e fragmentos de ligacdo de antigeno
da invencdo iria oferecer vantagens clinicas em relacdo aos medicamentos
anteriormente disponiveis, por exemplo, no bloqueio de TG2 em cicatrizes e
doencas fibréticas onde TG2 ligacdes cruzadas de proteinas da MEC, em doenca
celiaca, onde gliadina € desamidada no espaco extracelular e na quimio-resisténcia
em cancér onde a adesao das células parece ser o factor de protec¢édo. Além disso,
0s pequenos fragmentos de anticorpo da invencao , por exemplo os fragmentos
Fab poderia atravessar a barreira sanguinea do cérebro e inibem TG2 no cérebro
e, potencialmente, oferecer terapias eficazes para patologias com envolvimento de
TG2 neuroldgicas.

[000235] Assim, um aspecto adicional da invencédo proporciona um anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com qualquer aspecto da invencao,

ou um polinucleotideo da invencdo, ou um composto, composi¢cao
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farmacéutica/formulacéo, ou o kit de partes da invencéo , para usar na reducéo ou
inibicdo da atividade da enzima TG2 num individuo que dele necessite.

[000236] A invencdo proporciona ainda a utilizagdo de um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com qualquer aspecto da invencao, ou
um polinucleotideo da invencdo, ou um composto, composicao farmacéutica /
formulacao, ou o kit de componentes da invencéao, na fabrico de um medicamento
para reduzir ou inibir a atividade da enzima TG2 num individuo que dele necessite.
A invencao também proporciona um método de reducao ou inibicdo da atividade da
enzima TG2 num individuo com necessidade do mesmo, compreendendo o método
0 passo de administracdo de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno ,
ou uma variante, a fusdo ou derivado, de acordo com qualquer aspecto da
invencdo, ou um polinucleotideo da invencdo, ou um composto, composi¢ao
farmacéutica/formulacéo, ou o kit de partes da invencao , para o individuo.
[000237] Um outro aspecto da invencdo proporciona uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode
acordo com qualquer aspecto da invencdo, ou um polinucleotideo da invencéo, ou
um composto, composicao farmacéutica/formulacéo, ou o kit de partes do invencao,
para utilizacdo no tratamento e/ou diagnostico de doenca celiaca, cicatrizacao
anormal de feridas, cicatrizes, esclerodermia, queldides e cicatrizes hipertréficas,
cicatriz ocular, doenca inflamatéria do intestino, degeneracao macular, oftalmopatia
de Graves, ergotismo induzida por drogas, psoriase, fibrosis- doencas relacionadas
(por exemplo, fibrose hepatica, fibrose pulmonar tal como doenca intersticial
pulmonar e doenca pulmonar fibrotica, fibrose cardiaca, fibrose da pele,
mielofibrose, fibrose renal tais como glomerulosclerose e fibrose tubulointersticial),
aterosclerose, restenose, doencas inflamatorias, doencas auto-imunes, doencas
neurodegenerativas/neuroldgica doencas (por exemplo, a doenca de Huntington, a
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca polyglutamine, espinobulbar
atrofia muscular, atrofia dentatorubral-pallidoluysian, ataxias espinocerebelares 1,

2,3,6,7e 12, atrofia rubro pallidal, paralisia espinocerebelares), e/ou cancer
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(por exemplo glioblastomas, tais como: glioblastoma na sindrome de Li-Fraumeni
e (glioblastoma esporadica, melanomas malignos, adenocarcinomas do ducto
pancreatico, leucemia miel6ide, leucemia mieldide aguda, sindrome
mielodisplasica, sindroma mieloproliferativo, ginecologico, sarcoma de Kaposi,
doenca de Hansen, colite colagenosa).

[000238] A invencdo também prevé a utilizacdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode
acordo com qualquer aspecto da invencao, ou um polinucleotideo da invencéo, ou
um composto, composicado farmacéutica/formulacdo, ou o kit de partes de a
invencao, na fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou diagndstico de
doenca celiaca, cicatrizagdo anormal de feridas, cicatrizes, esclerodermia,
gueldides e cicatrizes hipertréficas, cicatriz ocular, doenca inflamatoria do intestino,
degeneracdo macular, oftalmopatia de Graves, ergotismo induzida por drogas,
psoriase, doencas relacionadas com fibrose (por exemplo, fibrose hepatica, fibrose
pulmonar tal como doenca intersticial pulmonar e doenca pulmonar fibrética, fibrose
cardiaca, fibrose da pele, mielofibrose, fibrose renal tais como glomerulosclerose e
fibrose tubulointersticial), aterosclerose, restenose, doencas inflamatorias, doencas
auto-imunes, neurodegenerativas/doencas neurolégicas (por exemplo, a doenca de
Huntington, a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, doencga polyglutamine,
espinobulbar atrofia muscular, atrofia dentatorubral-pallidoluysian, ataxias
espinocerebelares 1, 2, 3, 6, 7 e 12, atrofia rubropallidal, spinocerebellar paralisia),
elou cancér (por exemplo, glioblastomas, tais como glioblastoma na sindrome de
Li-Fraumeni e glioblastoma esporadica, melanomas malignos, adenocarcinomas do
ducto pancreatico, leucemia mieldide, leucemia mieldide aguda, sindrome
mielodisplasica, sindrome mieloproliferativo, ginecoldgico, sarcoma de Kaposi,
doenca de Hansen, colite colagenosa).

[000239] A invencdo também fornece um método de tratamento e / ou
diagnostico de doenca celiaca, cicatrizacdo anormal de feridas, cicatrizes,

esclerodermia, queldides e cicatrizes hipertréficas, cicatriz ocular, doenca
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inflamatéria do intestino, degeneracdo macular, oftalmopatia de Graves, ergotismo
induzida por drogas, psoriase, fibrosis- doencas relacionadas (por exemplo, fibrose
hepatica, fibrose pulmonar tal como doenca intersticial pulmonar e doenca
pulmonar fibrética, fibrose cardiaca, fibrose da pele, mielofibrose, fibrose renal tais
como glomerulosclerose e fibrose tubulointersticial), aterosclerose, restenose,
doencas inflamatorias, doencas auto-imunes, doencas neurodegenerativas /
neuroldgica doencas (por exemplo, a doenca de Huntington, a doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca polyglutamine, espinobulbar atrofia
muscular, atrofia dentatorubral-pallidoluysian, ataxias espinocerebelares 1, 2, 3, 6,
7 e 12, atrofia rubropallidal, spinocerebellar paralisia), e/ou cancer (por exemplo,
glioblastomas, tais como glioblastoma na sindrome de Li-Fraumeni e glioblastoma
esporadica, melanomas malignos, adenocarcinomas do ducto pancreatico,
leucemia mielodide, leucemia mieldide aguda, sindrome mielodisplasica, sindroma
mieloproliferativo, ginecoldgico, sarcoma de Kaposi, doenca de Hansen, colite
colagenosa) em um paciente, o método compreendendo a administracdo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigenode acordo com qualquer aspecto da invencéo, ou um polinucleotideo da
invencado, ou um composto, composicao farmacéutica/formulacéo, ou o kit de partes
da invencao , para o paciente.

[000240] Por "tratamento”, incluimos tanto o tratamento terapéutico e profilatico
de um sujeito / paciente. O termo "profilatica” é utilizada para abranger a utilizacdo
de um anticorpo, medicamento, composto, composi¢ao ou kit aqui descrito que ou
evita ou reduz a probabilidade da ocorréncia ou desenvolvimento de uma condi¢éo
ou desordem (por exemplo, um disturbio relacionado a fibrose ) em um individuo.
[000241] Prefere-se que o paciente € um ser humano, mas o paciente pode ser
gualquer outro mamifero que podem beneficiar do tratamento. Por exemplo, o
paciente pode ser um rato, um rato, um hamster, um coelho, um gato, um cao, uma

cabra, uma ovelha, um macaco ou um macaco.
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[000242] Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" ou "quantidade eficaz”, ou
"terapeuticamente eficaz", tal como aqui utilizado, refere-se a quantidade que
proporciona um efeito terapéutico para uma dada condicdo e regime de
administracdo. Esta € uma quantidade pré-determinada de material ativo calculada
para produzir o efeito terapéutico desejado em associacdo com o aditivo e 0
diluente requerido, ou seja, um veiculo transportador ou administracéo. Além disso,
pretende-se significar uma quantidade suficiente para reduzir ou prevenir um défice
clinicamente significativo na atividade, funcdo e resposta do hospedeiro.
Alternativamente, uma quantidade terapeuticamente eficaz é suficiente para
provocar um melhoramento num estado clinicamente significativo em um
hospedeiro, por exemplo, um mamifero.

[000243] Os agentes (isto é, anticorpo, fragmento de ligacdo ao antigeno,
variantes, derivados do mesmo ou de fusdo), os medicamentos, 0s compostos,
composicdes farmacéuticas e kits/formulacdes da invencdo podem ser entregues
usando um sistema de entrega de droga de libertagdo controlada injectavel. Estes
séo projetados especificamente para reduzir a freqiéncia de inje¢cdes. Um exemplo
de um tal sistema é Nutropin Depot que encapsula a hormona de crescimento
humano recombinante (rhGH) em microesferas biodegradaveis que, uma vez
injectada, a libertac@o de rhGH lentamente ao longo de um periodo sustentado. De
preferéncia, a entrega € realizada por via intramuscular (im) e / ou sub-cutanea (sc)
e / ou por via intravenosa (iv).

[000244] Os agentes, o0s medicamentos, 0S compostos, composicdes
farmacéuticas e kits / formulacdes da invencédo podem ser administrados por um
dispositivo implantado cirurgicamente que liberta o farmaco directamente para o
local desejado. Por exemplo, Vitrasert libera ganciclovir diretamente no olho para
tratar a retinite por CMV. A aplicacdo directa deste agente toxico para o local da
doenca atinge uma terapia eficaz, sem significativos efeitos secundarios sistémicos

da droga.
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[000245] De  preferéncia, 0s medicamentos e/lou  composi¢coes
farmacéuticas/formulacdes do presente invencdo € uma unidade de dosagem
contendo uma dose diaria ou unidade, sub-dose diaria ou uma sua fracéo
apropriada, do ingrediente ativo(s).

[000246] Os agentes, os medicamentos, 0S compostos, composicdes
farmacéuticas e kits da invencdo serdo normalmente administrados por qualquer
via parentérica, na forma de uma composicdo farmacéutica compreendendo o
ingrediente ativo(s), opcionalmente na forma de um organico ndo-toxico, ou
inorganico, acido, ou base, sal de adicdo, numa forma de dosagem
farmaceuticamente aceitavel. Dependendo da doenca e do doente a ser
tratado, bem como, da via de administracdo, as composi¢cdes podem ser
administradas em doses variadas.

[000247] Em terapia humana, os agentes, os medicamentos, 0S compostos,
composicdes farmacéuticas / formulacbes, e kits da invencdo podem ser
administrados isoladamente, mas serao geralmente administrados em mistura com
um excipiente farmacéutico apropriado, diluente ou veiculo selecionado com
respeito a via de administracdo pretendida e a pratica farmacéutica padréo.
[000248] Os agentes, 0s medicamentos, 0S compostos, composicdes
farmacéuticas e kits/formulacdes da referida invencédo podem ser administrados por
via parentérica, por exemplo, por via intravenosa, intra-arterial, intra-peritoneal,
intra-tecal, intra-muscularmente ou subcutaneamente, ou eles podem ser
administrados por técnicas de infusdo. Considera-se como a melhor utilizacdo na
forma de uma solucdo aquosa estéril que pode conter outras substancias, por
exemplo, sais ou glucose suficientes para tornar a solucdo isoténica com o sangue.
As solucdes aquosas devem ser adequadamente tamponadas (preferencialmente
a um pH de 3 a 9), se necessario. A preparacdo de formulacbes parentéricas
adequadas sob condicbes estéreis é prontamente realizada por técnicas

farmacéuticas padrao bem conhecidas dos peritos na arte.
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[000249] Os medicamentos e composi¢cdes farmacéuticas adequadas para
administracdo parentérica incluem soluc¢des para injecao estéreis aquosas e nao-
aquosas que podem conter anti-oxidantes, tampdes, bacteriostatos e solutos que
tornam a formulacao isoténica com o sangue do receptor pretendido; e aquosa e
nao-aquosa suspensodes estéreis que podem incluir agentes de suspensédo e
agentes espessantes. Os medicamentos e composi¢des farmacéuticas podem ser
apresentadas em recipientes de dose unitaria ou multi-dose, por exemplo ampolas
e frascos selados, e podem ser armazenadas numa condi¢cao seca por congelacao
(liofilizada) requerendo apenas a adicdo do veiculo liquido estéril, por exemplo agua
para injectaveis, imediatamente antes da utilizacdo. As solucdes para injecao
extemporaneas e suspensfes podem ser preparadas a partir de pos estéreis,
granulos e comprimidos do tipo anteriormente descrito.

[000250] Para administracdo parentérica a pacientes humanos, o nivel de
dosagem diaria dos agentes, medicamentos e composi¢cdes farmacéuticas da
invencao serdo normalmente de 1 ug a 10 mg por adulto por dia, administrada em
doses Unicas ou divididas. O médico em qualquer evento determinara a dosagem
actual que sera mais adequada para qualquer paciente individual e ela variara com
a idade, peso e resposta do paciente particular. As dosagens anteriores s&o
exemplares do caso médio. Podem, evidentemente, haver casos individuais em que
gamas de dosagem mais altas ou mais baixas sdo merecidas e todas elas estado
dentro do ambito da presente invencgao.

[000251] Tipicamente, os medicamentos, composi¢cdes farmacéuticas e
kits/formulagdes da invencdo conterdo o agente da invengdo a uma concentracao
de entre cerca de 2 mg/ml e 150 mg/ml, ou entre cerca de 2 mg/ml e 200 mg/ml.
[000252] Numa forma de realizagéo preferida, os medicamentos, composi¢coes
farmacéuticas e kits / formula¢gdes da invencéo conterdo o agente da invencédo a

uma concentracdo de 10 mg / ml.
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[000253] Geralmente, em humanos, a administracdo parentérica dos agentes,
0s medicamentos, 0s compostos, composi¢cdes farmacéuticas e kits / formulacdes
da invencdo é a via preferida, sendo a mais conveniente.

[000254] Para utilizagdo veterinaria, os agentes, os medicamentos, 0S COmpostos,
composicoes farmacéuticas/formulagdes, e kits da invencdo sdo administrados como
uma formulacdo adequadamente aceitavel de acordo com a pratica veterinaria normal
e o cirurgido veterinério determinara o regime de dosagem e via de administracao que
sera mais apropriada para um animal em particular.

[000255] A presente invencao também inclui composicdes
farmacéuticas/formulacdes compreendendo sais de acido ou de adicdo de base
farmaceuticamente aceitaveis dos radicais da presente invencdo ligacdo de
polipéptido. Os &cidos que sdo usados para preparar os sais de adi¢do de acido
farmaceuticamente aceitaveis dos compostos basicos acima mencionados Uteis ha
presente invencdo sdo aqueles que formam sais de adicdo de acido nao toxicos,
isto €, sais contendo anides farmacologicamente aceitaveis, tais como o cloridrato,
bromidrato, iodidrato, nitrato , sulfato, bissulfato, fosfato, fosfato acido, acetato,
lactato, citrato, citrato acido, tartarato, bitartarato, succinato, maleato, fumarato,
gluconato, sacarato, benzoato, metanossulfonato, etanossulfonato,
benzenossulfonato, p-toluenossulfonato e pamoato [isto é, (2-hidroxi-3 naftoato)]
1,1'-metileno-bis-, entre outros.

[000256] Os sais de adicdo de base aceitaveis também pode ser utilizado para
produzir formas farmaceuticamente aceitaveis de sais dos agentes (ou seja, de
anticorpos ou fragmentos de ligacdo de antigeno ) de acordo com a presente
invencao.

[000257] As bases quimicas que podem ser usadas como reagentes para
preparar sais de base farmaceuticamente aceitaveis dos presentes agentes que
sao de natureza acida sdo aqueles que formam sais de base nao-tdéxicos com tais
compostos. Tais sais de base nao toxicos incluem, mas ndo estéo limitados aqueles

derivados de tais catibes farmacologicamente aceitaveis tais como catides de
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metais alcalinos (por exemplo, potassio e sodio) e catibes de metais alcalino-
terrosos (por exemplo calcio e magnésio), amoénio ou de adicdo de amina sollveis
em 4gua sais, tais como N-metilglucamina- (meglumina), e o alcanolaménio inferior
e outros sais de base de aminas organicas farmaceuticamente aceitaveis, entre
outros.

[000258] As porcBes de agentes e / ou polipéptido de ligacdo da invencao
podem ser liofilizados para armazenamento e reconstituidos num transportador
adequado antes da utilizacdo. Qualquer método de liofilizacdo adequada (por
exemplo, secagem por aspersdo, a secagem do bolo) e / ou técnicas de
reconstituicdo pode ser empregue. Sera apreciado por aqueles peritos na arte que
a liofilizacdo e reconstituicdo pode conduzir a varios graus de perda de atividade
do anticorpo (por exemplo, com imunoglobulinas convencionais, os anticorpos IgM
tendem a ter maior perda de atividade do que os anticorpos IgG) e que os niveis de
utilizacdo podem ter de ser ajustados para cima para compensar. Numa forma de
realizacdo, o liofilizado (seco por congelagdo) polipéptido porcéo de ligacdo nao
perde mais do que cerca de 20%, ou ndo mais do que cerca de 25%, ou nao mais
do que cerca de 30%, ou ndo mais do que cerca de 35%, ou ndo mais do que cerca
de 40%, ou ndo mais do que cerca de 45%, ou ndo mais do que cerca de 50% da
sua atividade (antes da liofilizagcao) quando re-hidratados.

[000259] De preferéncia, a invengcdo proporciona um anticorpo, composto,
composicdo farmacéutica / formulacdo, kit, a utilizagdo ou o0 método em que a
guantidade eficaz do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoé entre cerca
de 0,0001 mg/ kg a 50 mg / kg do anticorpo ou antigenoligai¢, %20 ao seu fragmento.
[000260] Como é apreciado por aqueles peritos na arte, a quantidade exacta
de um composto pode variar em fungéo da sua atividade especifica. As quantidades
de dosagem adequadas podem conter uma quantidade pré-determinada de
composicdo ativa calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em
associacdo com o diluente requerido. Nos métodos e utilizacdo para o fabrico de

composi¢cdes da invencdo, uma quantidade terapeuticamente eficaz do
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componente ativo € proporcionado. Uma quantidade terapeuticamente eficaz pode
ser determinada pelo profissional médico ou veterinario especialista normal com
base em caracteristicas do doente, tais como idade, peso, sexo, condi¢ao,
complicagBes, de outras doengas, etc, como € bem conhecido na arte.

[000261] Um outro aspecto da invengao proporciona um método in vitro para
reduzir ou inibir a atividade da enzima TG2, o método compreendendo a
administracdo de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com
qualquer aspecto da invengdo, ou de um polinucleotideo de acordo com a
invencdo, ou um composto ou kit da presente invencdo, a uma amostra que
compreende TG2.
A "amostra" pode ser qualquer amostra obtida a partir de uma fonte apropriada, por
exemplo uma fonte de mamifero. Por exemplo, a amostra pode ser uma amostra
de tecido ou célula compreendendo TG2. Tecidos exemplificativos incluem tecido
obtido a partir do cérebro de um paciente, do tracto gastro-intestinal, pulmé&o,
pancreas, figado, pele, rim, olho, coracdo, vasos sanguineos, nddulos linfaticos,
coluna vertebral, e no musculo esquelético ou lisa.
A invencao também proporciona um método de reducéo ou inibicdo da atividade da
enzima TG2 num individuo com necessidade do mesmo, compreendendo o método
a administracdo de uma quantidade eficaz de um polinucleotideo que codifica um
anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigenode acordo com qualquer aspecto da
invencédo , ao individuo.

[000262] Um aspecto adicional proporciona a utilizagcdo de um polinucleotideo
gue codifica um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com
gualquer aspecto da invencdao , no fabrico de um medicamento para reduzir ou inibir
a atividade da enzima TG2 num individuo que dele necessite.
A invencao também fornece um método in vitro para reduzir ou inibir a atividade da
enzima TG2, o método compreendendo a administracéo de um polinucleotideo que
codifica um anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigenode acordo com qualquer

aspecto da invencao, a uma amostra que compreende TG2, por exemplo, um tecido
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ou amostra de células compreendendo TG2In Ainda num outro aspecto, a invencéo
proporciona um método de producdo de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigenode acordo com o segundo aspecto da invencdo, ou um composto da
invencdo compreendendo um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode
acordo com a segunda aspecto da invencdo, o método compreendendo a
expressdo de um polinucleotideo da invencao, ou a cultura de uma linha celular
hospedeira estavel da invencéo.

[000263] Num outro aspecto, a invencao proporciona um método de seleccao
de um anticorpo ou seu fragmento que se liga seletivamente a uma proteina
transglutaminase de ligacdo ao antigeno, compreendendo o método o passo de
selecionar um anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigenoque se liga
seletivamente a um poliptido compreendendo uma transglutaminase regiédo
central/dominio catalitico, mas ndo compreende o barril transglutaminase ou
dominio sanduiche.

[000264] Num outro aspecto, a invencao proporciona um método de seleccao
de um anticorpo ou seu fragmento de acordo com o primeiro ou segundo aspectos
da invencdo, ou um composto da invencdo compreendendo um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com o primeiro ou de ligacdo ao
antigenosegundo aspecto da invencdo, o método compreendendo o passo de
selecionar um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoque se liga
seletivamente a uma sequéncia de polipéptido que consiste na sequéncia de
aminoacidos do polipéptido 143-473 de TG2 humana ou um seu fragmento.
Numa forma de realizacdo, o método pode ser realizado utilizando exibicdo em
fagos de anticorpos. E preferivel que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigenoé um anticorpo inibidor que inibe a atividade catalitica da proteina
transglutaminase.

[000265] Num outro aspecto, a invencao proporciona um metodo de producéo

de um anticorpo ou seu fragmento que se liga seletivamente a uma proteina
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transglutaminase de ligacdo ao antigeno, compreendendo o método a
administracdo a um animal ndo-humano compreendendo um composto:

) um polipéptido compreendendo uma regido de nucleo de
transglutaminase/dominio catalitico, mas que nao compreende um tambor de
transglutaminase ou o dominio de sanduiche, ou um seu fragmento; e,
opcionalmente,

i) um adjuvante.

[000266] Prevé-se que o polipéptido compreende uma regidao de nucleo de
transglutaminase/dominio catalitico, mas que nao compreende um tambor de
transglutaminase ou sanduiche de dominio compreendera a triade catalitica
descrita acima, e, opcionalmente, também o local de ligagcdo de GTP da proteina
transglutaminase.

Numa forma de realizacdo, o método pode ainda compreender o passo de
selecionar um anticorpo ou fragmento de ligagcdo ao antigenosobre a base da sua
ligacdo seletiva a uma proteina transglutaminase.

[000267] Num outro aspecto, a invencao proporciona um método de seleccao
de um anticorpo ou seu fragmento que se liga seletivamente a uma proteina
transglutaminase de ligacdo ao antigeno, compreendendo o método o passo de
selecionar um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoque se liga
seletivamente a uma sequéncia polipeptidica que consiste em a sequéncia
polipeptidica dos aminoacidos 143-473 de TG2 humana ou um seu fragmento.
[000268] Ainda num outro aspecto, a invencdo proporciona um método de
producdo de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenode acordo com
gualquer aspecto da invencao , compreendendo a administracdo a um animal nao-
humano compreendendo um composto:

)] uma sequéncia de polipéptido que consiste na sequéncia de aminoacidos do
polipéptido 143-473 de TG2 humana ou um seu fragmento; e, opcionalmente,

i) um adjuvante.
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[000269] Numa forma de realizacdo, 0 método pode ainda compreender o
passo de selecionar um anticorpo ou fragmento de ligagéo ao antigenosobre a base
da sua ligacéo seletiva ao TG2, por exemplo TG2 humano.

[000270] Num outro aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno pode ser obtida por qualquer um dos métodos
anteriores de producéo ou selecionar um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno.

Por "adjuvante" incluimos qualquer um agente farmacol6gico ou imunoldgica que
aumenta a resposta imune do receptor para o polipéptido da invencdo. Os
adjuvantes imunologicos séo adicionados as vacinas para estimular a resposta do
sistema imunitario para o antigenoalvo, mas ndo em si préprios conferir imunidade.
Exemplos de adjuvantes incluem emulsdes de 6leo, compostos inorganicos tais
como sais de aluminio, por exemplo, hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio,
compostos organicos, tais como esqualeno, virossomas, ou qualquer outro
composto adequado ou compostos, como seria compreendido por uma pessoa com
conhecimentos na arte.

[000271] Num outro aspecto, a invencdo proporciona um polipéptido isolado
constituido por:

) a sequéncia polipeptidica dos aminoacidos 143-473 de TG2 humana;

1)) a sequéncia polipeptidica dos aminoacidos 304-326 de TG2 humana;

i) a sequéncia polipeptidica dos aminoacidos 351-365 de TG2 humana,;

iv) a sequéncia polipeptidica dos aminoacidos 450-467 de TG2 humana; ou
[000272] um fragmento, derivado ou mimetizar polipéptido da mesma.
[000273] A invencdo também proporciona um polinucleotideo isolado que
codifica o polipéptido do aspecto imediatamente anterior.

[000274] A invencdo proporciona um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno dos mesmos para uso no tratamento de uma condicdo associada com
atividade TG2 substancialmente como descrito aqui com referéncia a descricédo e

figuras.
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[000275] A invencdo também proporciona a utilizacdo de um anticorpo ou
fragmento de ligagcdo ao antigeno como aqui substancialmente descrita com
referéncia a descricao e figuras.

[000276] Tal como aqui utilizado, as formas singulares "um®, "e", e "0" incluem
referentes plurais a menos que o contexto indique claramente o contrario. Assim,
por exemplo, a referéncia a "um anticorpo” inclui uma pluralidade de tais anticorpos
e a referéncia a "dosagem" inclui referéncia a uma ou mais dosagens e seus
equivalentes conhecidos dos peritos na arte, e assim por diante.

[000277] Todos os documentos aqui referidos sdo aqui incorporados por
referéncia.

[000278] A invencdo é agora descrita em maior detalhe por referéncia aos
seguintes, ndo limitativos, Figuras e Exemplos.

[000279] Figura 1: Geracdo de uma proteinarecombinante humana TG2
[000280] A: TG2 nucleo catalitico de cDNA foi gerado por PCR a partir do vetor
pClineo-hTG2 e inserido no plasmideo pET 21a. Apos a amplificacdo em E.Coli
este foi digerido com Nhe | e Hind Il para libertar o nacleo de cDNA TG2 e corridos
num gel de agarose 1% (pista 3). As bandas foram dimensionados por referéncia a
uma escada de 100 pb (pista 1) e A ADN marcador de peso molecular (pista 2).
[000281] B: O ndcleo vetor pET21a TG2 foi usada para transformar a estirpe
de E. coli BL21-CodonPlus (DE3) -RIPL. A expresséo foi induzida utilizando IPTG
durante 4 horas. Proteina do nucleo TG2 formado corpos insoluveis que foram
recuperadas a partir de lisados por centrifugacéo. Estes foram re solubilizado, e o seu
nucleo 37 kDa TG2 marcaram purificado sobre uma coluna de niquel. 10 ng foi
separada por SDS-PAGE, Western borrada e sondadas com CUB7402 anticorpo anti
TG2 (pista 2) com referéncia a uma precisdo mais marcador de peso molecular (pista
1).

[000282] Figura 2: Respostalmunoldgica em ratinhos a proteinado nucleo
rhTG2
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[000283] R: Teste de sangrias foram tomadas a partir de ratinhos imunizados 4
do nucleo catalitico no dia 45 ap6s a primeiraimunizacédo e 10 dias apds o segundo
reforco. O soro foi diluido em série e reatividade verificada por meio de ELISA
contra a proteina imobilizada nucleo TG2.

[000284] B reatividade foi ainda verificada por rastreados contra TG2 rh rh
humana e TG2 dominio do nucleo catalitico. 20, 40, 80 ng de proteina foi
fraccionado por SDS-PAGE e western transferidas para uma membrana de PVDF.
Este foi immunoprobed com uma diluicdo 1: 1.000 de soro. O anticorpo de ligacdo
foi revelada usando HRP especifico anti-ratinho-y cadeia. Para referéncia a um
tamanho mais precisao marcador de peso molecular foi utilizado.

[000285] Figura 3: Hybridoma Reatividade contra membros da familia TG
[000286] A: ELISA foram realizados utilizando placas revestidas com proteina
recombinante TGs (100 ng / poco) para determinar a especificidade de tipo em TG
109 sobrenadantes de hibridoma que apresentaram uma boa reatividade para TG2.
O anticorpo de ligacao foi revelada usando HRP especifico anti-ratinho-y cadeia. A
selecdo aleatéria dos selecionados é mostrado incluindo EF4, CG9 & FD8 que
mostrou reatividade cruzada.

[000287] B: Nove hibridomas selecionados foram duplo clonado. IgG foi
purificada e testada para a reatividade em 0.1ug / ml contra humana recombinante
TG1, TG2, TG3, TG7 e Fator Xl utilizando ELISA com placas revestidas com 100
ng de cada TG. Os dados representam valor médio de 3 ELISA separado + SEM.
[000288] Fator XIII é denotada em graficos como TG13.

[000289] Figura 4: Identificacdo de hibridoma com atividade inibidora
contra TG2

[000290] O meio condicionado a partir de 32 pocgos de hibridoma com
especificidade para TG2 foram rastreados para os seus efeitos sobre a atividade
de 100 ng rhTG2 utilizando o ensaio de incorporacdo de 3H putrescina. A panela
quimica TG2 inibidor 1,3-Dimetil-2 - [(2-oxo-propil) tio] imidazdlio cloreto foi utilizado

como um controle positivo para a inibicdo. RPMI (meio ndo condicionado) foi
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utilizado um controle negativo. 500 ng de um anticorpo inibidor TG2 pilotado por
Quark biotecnologia foi incluido para comparacao. Os dados representam CPM
constituida em 30 minutos a partir de pelo menos trés experimentos realizados em
duplicata + SEM dizer. Bares mostrados em cinza mostram significativa inibic&o
TG2 (p <0,05).

[000291] Figura 5: Mapeamento de epitopos do anticorpo inibitério.
[000292] Cada anticorpo monoclonal inibidor estava ligado a uma placa de
ELISA e garimpou contra uma biblioteca de fagos TG2 humano. De ligagdo ao
anticorpo de fago foram resgatadas, amplificado e sujeito a mais quatro rondas de
panning.

[000293] TG2 em fragmentos de bibliotecas de fagos foram entdo os
sequenciados e as sequéncias que se sobrepdem utilizados para determinar o
epitopo para cada anticorpo. Sequéncias comuns entre anticorpos foram entéo
usados para determinar uma sequéncia de consenso para um epitopo inibitério e
em particular anticorpos agrupadas em conformidade. Foram identificados trés
epitopos inibitorios.

[000294] Figura 6: localizacdo estrutural da Inibitéria Epitopes com o
Nucleo catalitico TG2

[000295] A sequéncia de aminoéacidos foi TG2 entrou em PyMOL e uma
representacao grafica da estrutura 3D gerada na sua aberta, Ca2 + estado ativado
com locais putativos de ligagdo do calcio (turquesa) e a triade catalitica (cinzento)
mostrada para a referéncia (painel da esquerda). Os epitopos inibitorios de
consenso foram entdo adicionados em azul (grupo Antibody 1 - local AB1),
vermelho (grupo anticorpo 2 - local DF4) e amarelo (grupo anticorpo 3, local DD9).
[000296] Figura 7: Sequénciade VL de anticorpos inibitorios ARN de cada
hibridoma

[000297] inibitoria foi extraida, a transcricdo reversa e amplificado por PCR

utilizando iniciadores degenerados FR1 um, MH1 e MH2 e iniciadores da regido
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constante 3 iniciadores para amplificar genes VH. As sequéncias de VH e VK
resultantes s&o exibidas por AB1.

[000298] Figura 8. Eficacia da AB1 para inibir a atividade TG2 num
homogenato celular

[000299] A: células Hep2G foram lisadas e 45 ug de proteina misturada com
750 ng de 1gG de AB1, DH2, DD9, BB7, DC1 e EH6 durante 20 minutos. Este foi
subsequentemente ensaiada usando o ensaio de atividade de TG 3H putrescina
incorporacédo com recolha de amostras durante 1 hora. A velocidade da reacéo foi
calculada e expressa como uma percentagem do mesmo lisado incubado com um
anticorpo aleatério (MAB002). Os dados representam a percentagem de inibicéo
média + EPM de duas experiéncias separadas realizadas em duplicado. * P <0,05
B: células HepG2 foram expostos a concentra¢des crescentes de glicose por 96
horas para regular-se a expressao TG2. As células foram recolhidas, lisadas e 25
ug de lisado fraccionadas por SDS-PAGE, Western borrada e, em seguida, com
uma solucado immunoprobed ml de 1 ng / AB1 de IgG utilizando um ponto final
chemiluminesant.

[000300] Figura 9. (Tabela 1): comparativo Os valores de IC50 para os
anticorpos inibitorios TG2.

[000301] Para determinar um valor de IC50 para cada um dos anticorpos contra
o ser humano, rato e ratinho o ensaio de 3H putrescina foi utilizado. 100 ng de TG2
humano ou 25 ng de ratinho e rato TG2 foi utilizado para gerar uma reacdo onde
aproximadamente 3000 cpm de putrescina foram incorporados por hora em 10 ul
da mistura de reacéo. As diluicbes em série de cada anticorpo foram, em seguida,
aplicado a partir de adicdo de 500 ng (5 ug / ml de concentracao final) a mistura de
reacao e incubado com a TG2 durante 20 minutos antes de ativar a reagao. Os
valores de IC50 foram calculados através da determinacdo da concentracdo para
a qual a taxa de reacdo enzimatica foi reduzida em 50% usando uma curva de
ajuste apropriado no GraphPad Prism. Os valores sado expressos como a

guantidade de 1IgG em mg / ml na reacao que iria inibir a 1 ng de TG2.

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 101/367



85/149

[000302] Figura 10. Atividade Extracelular TG em HK2 células em resposta
ainibicao TG2.

[000303] HK2 células foram plagueadas em fibronectina e incubados durante 2 horas
na presenca de 0,1 M de cadaverina com biotina ou 4 ng/mL de anti-anticorpo humano
TG2 (AB1) (parte A), 4 ng / mL de anti-anticorpo humano TG2 (DC1) (parte B) ou 400
micras da panela site-specific TG inibidor 1,3-Dimetil-2-[(2-oxo-propil) tio] imidazélio
cloreto. Atividade extracelular TG foi medida pela incorporacéo de biotina cadaverina em
fibronectina com incorporacao revelada utilizando extravadin-HRP e substrato TMB. As
alteracdes na densidade oOptica foram medidas a 450 nm num leitor de placa de 96. Os
dados representam média OD a 450 nm corrigida para 1 mg de proteina celular. n = 6
POCOS por grupo experimental.

[000304] Figura 11. Comparacgao dainibicdo pelo anticorpo TG2 AB1 aum
fragmento Fab de anticorpo TG2 inibidora da Quark usando um ensaio de
incorporacgdo de °H putrescina.

[000305] 100 ng de hTG2 foi testado para a atividade TG2 baseado na incorporagéo
de 3H putrescina em dimetil caseina ao longo de um periodo de 60 minutos com a adicéo
de 1 ug ou de um fragmento Fab de um anticorpo descrito por Quark em WO2006 /
100679 e sintetizado na Universidade de Sheffield ou de 500 ng AB1.

[000306] Dados representa a atividade TG média como a incorporacgéo de 3H
putrescina (CPM) + SEM de 3 experimentos independentes realizados em
duplicata.

[000307] Figura 12. Porcentagem de inibicdo comparacdo TG2 pelo
anticorpo AB1 com um fragmento fab de TG2 anticorpo inibidor da Quark
usando um ensaio de incorporacgéo putrescina 3H

[000308] Os dados da Figura 11 € alternativamente expressa como uma
percentagem de atividade de TG em cada ponto de tempo para exibir a queda da
atividade comparativa relativa ao TG2 por aplicacdo de AB1 e o fragmento de

anticorpo Fab Quark.
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[000309] Figura 13. Comparacéo da inibicdo TG2 por AB1 a um anticorpo
IgG de rato recombinante de TG2 anticorpo inibidor da Quark usando um
ensaio de incorporacdo de 3H putrescina

[000310] 100 ng de hTG2 foi testado para a atividade TG2 baseado na
incorporacéo de °H putrescina em dimethylcasein ao longo de um periodo de 60
minutos com a adicao quer de 500 ng de uma versao recombinante de rato de um
anticorpo inibidor descrita por TG2 Quark em WO2006 / 100679 e sintetizado em
Medicina Pesquisas Tecnolégicas Conselho ou 500 ng de AB1.

[000311] Dados representam a atividade média do TG como a incorporagao
de °H putrescina (CPM) + SEM de 3 experimentos independentes realizados em
duplicata.

[000312] Figura 14. Porcentagem de inibicdo comparacdo TG2 pelo
anticorpo IgG AB1 a um rato recombinante de TG2 anticorpo inibidor da
Quark usando um ensaio de incorporacédo putrescina 3H

[000313] Os dados da Figura 13 € alternativamente expressa como uma
percentagem de atividade de TG em cada ponto de tempo para exibir o knockdown
comparativa relativa de atividade TG2 por aplicacdo de AB1 e da Quark IgG de rato
recombinante.

[000314]

Figura 15. Efeito da AB1 sobre os niveis de ECM em células HK2.

[000315] Niveis de colageno maduras em HK-2 foram medidos por
incorporacéo de 3H prolina na ECM ao longo de um periodo de 76 horas com ou
sem a adicdo de TG2 anticorpo inibidor AB1. Os dados representam a incorporacao
de 3H prolina por mg de proteina celular expressa como uma percentagem do nivel
médio nas células nédo tratadas + SEM. N = 2.

[000316] Figura 16. Ligacdo de ELISA de versdées humanizadas de
anticorpos.

[000317] Os sobrenadantes de células HEK293F co-transfectadas com

diferentes combinagdes de cadeias leves humanizadas e vetores da cadeia pesada
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foram ensaiadas numa ELISA de IgG anti-humana para determinar a concentracao
e num ELISA anti huTG2. Cada sobrenadante foi ensaiada em triplicado e IC50 do
determinado. A combinag&o mais potente foi selecionada para estudos posteriores
e que o anticorpo humanizado candidato.

[000318] Figura 17. Ensaios MRC Quark CTD190 em Tg2 humana por
ELISA.

[000319] Placas de 96 pocos foram semeadas com hTG2 (1 ug/ml) em tampao
de carbonato durante a noite e detec¢céo ELISA realizado utilizando 100 ng / ml de
anticorpo primario. A deteccéo foi realizada utilizando anti-IgG de ratinho (SIGMA
3673) para CUB e anti-lgG de rato (Sigma A5795) para o Quark (ambos a 1: 5000).
O anticorpo Quark feita por MRC T reage com TG2 humano.

[000320] Figura 18: RNA a partir do hibridoma ABL1 foi extraida, a transcri¢cao
reversa e amplificado por PCR usando a sequéncia iniciadora degenerada
sinal MHV4 com regido constante da cadeia pesada iniciador MHCGL1, ou usando
a sequéncia iniciadora degenerada sinal MKV4 com uma cadeia leve kapa regido
constante iniciador MKC. As sequéncias de VH e VK resultantes s&o mostrados.
[000321] Figura 19: RNA a partir do hibridoma BB7 foi extraida, a transcri¢ao
reversa e amplificado por PCR usando a sequéncia iniciadora degenerada sinal
MHV4 com regido constante da cadeia pesada iniciador MHCG1, ou usando a
sequéncia iniciadora degenerada sinal MKV4 com uma cadeia leve kapa regiéo
constante iniciador MKC. As sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados.
[000322] Figura 20: RNA a partir do hibridoma DC1 foi extraida, a transcricao
reversa e amplificado por PCR usando a sequéncia iniciadora degenerada sinal
MHV4 com regido constante da cadeia pesada iniciador MHCG1, ou usando a
sequéncia iniciadora degenerada sinal MKV4 com uma cadeia leve kapa regido
constante iniciador MKC. As sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados.
[000323] Figura 21: RNA a partir do hibridoma JE12 foi extraida, a transcricao
reversa e amplificado por PCR usando um 5 'RACE PCR com regido constante da

cadeia pesada iniciador MHCG1, ou utilizando o iniciador MKV1 sequéncia de sinal
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com uma cadeia leve kapa regiao constante iniciador MKC. As sequéncias de VH
e VK resultantes sdo mostradas.

[000324] Figura 22: RNA a partir do hibridoma EH6 foi extraida, a transcri¢cao
reversa e amplificado por PCR usando um 5 'RACE PCR com regido constante da
cadeia pesada iniciador MHCG2B, ou utilizando o iniciador MKV sequéncia de sinal
com uma cadeia leve kapa regiao constante iniciador MKC. As sequéncias de VH
e VK resultantes sdo mostrados.

[000325] Figura 23: RNA a partir do hibridoma AG9 foi extraida, reverso
transcrito e amplificado por PCR usando a sequéncia iniciadora degenerada sinal
MHV7 com regiéo constante da cadeia pesada iniciador MHCG1, ou utilizando uma
mistura de iniciadores de sequéncia degenerada de sinal MKV1 - 11 com uma
constante de cadeia leve kapa regido cartilha MKC. As sequéncias de VH e VK
resultantes sdo mostrados.

[000326] Figura 24: RNA a partir do hibridoma AH3 foi extraida, a transcricdo
reversa e amplificado por PCR usando a sequéncia iniciadora degenerada sinal
MHV7 com regido constante da cadeia pesada iniciador MHCG2B, ou utilizando o
iniciador MKV1 sequéncia de sinal com uma cadeia leve kapa regido constante
iniciador MKC. As sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados.

[000327] Figura 25: RNA a partir do hibridoma DD9 foi extraida, a transcricéo
reversa e amplificado por PCR usando um 5 'RACE PCR com regido constante da
cadeia pesada iniciador MHCG2A, ou usando a sequéncia iniciadora degenerada
sinal MKV5 com uma cadeia leve kapa regido constante iniciador MKC. As
sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados.

[000328] Figura 26: RNA a partir do hibridoma foi extraida DH2, transcri¢éo
reversa e amplificado por PCR usando um 5 'RACE PCR com regido constante da
cadeia pesada iniciador MHCG2B, ou usando a sequéncia iniciadora degenerada
sinal MKV45with um kappa de cadeia leve da regido constante iniciador MKC. As

sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados.
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[000329] Figura 27: RNA a partir do hibridoma DD6 foi extraida, a transcricdo
reversa e amplificado por PCR usando um 5 'RACE PCR com regido constante da
cadeia pesada iniciador MHCG2B, ou utilizando uma 5" RACE PCR com uma
cadeia leve lambda regido constante iniciador MLC. As sequéncias de VH e VL
resultantes s&o mostrados.

[000330] Figura 28: RNA a partir do hibridoma 1A12 foi extraida, a transcricdo
reversa e amplificado por PCR usando a sequéncia iniciadora degenerada sinal
MHV9 com regido constante da cadeia pesada iniciador MHCG1, ou usando a
sequéncia iniciadora degenerada sinal CL14 com uma cadeia leve kapa regiao
constante iniciador MKC. As sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados.
[000331] Figura 29. Curvas de resposta dose e valores de IC50 para a inibigéo
enzimatica de humano recombinante TG2 por anticorpos anti-TG2 quiméricos, (a)
cABO003, (b) cBB001, (c) cDCO001, (d) cDD9001, (e) cDHO01 e (f ) o anticorpo
comercial CUB7402 TG2. Os valores de IC50 sdo a média de trés experiéncias
independentes.

[000332] Figura 30. Curvas de resposta a dose e os valores de IC50 para a
inibicdo enzimatica de macaco cynomogulus TG2 recombinante por anticorpos anti-
TG2 quiméricos (a) cDCO001 e (b) o anticorpo comercial TG2 CUB7402.

[000333] Figura 31. Curvas de resposta a dose e os valores de IC50 para a
inibicAo enzimatica de humano recombinante TG2 por anticorpos anti-TG2
humanizados, (a) hBBO0O1AA, (b) hBB0O01BB, (c) hABOO5 e (d) hABOO4.

[000334] Figura 32. Curvas de resposta a dose e os valores de IC50 para a
inibicdo enzimatica de macaco cynomogulus TG2 recombinante por anticorpos anti-
TG2 humanizados (a) hBBO1AA e (b) hABOO4.

[000335] Figura 33. Curvas de resposta a dose e os valores de IC50 para a
inibicdo enzimatica de humano recombinante TG2 por anticorpos monoclonais de
murino anti-TG2, (a) mAB003, (b) mBB001, (c) mDCO001, (d) mDD9001, (e) e
mDHO001 (f) mDD6001.
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[000336] Figura 34 - Ligacdo de ELISA de versbes humanizadas de
anticorpos ABL1.

[000337] Os sobrenadantes de células HEK293F co-transfectadas com
diferentes combina¢gbes de cadeias leves humanizadas AB1 e AB1 vetores da
cadeia pesada foram ensaiadas numa ELISA de IgG anti-humana para determinar
a concentracdo e num ELISA anti huTG2. Cada sobrenadante foi ensaiada em
triplicado e IC50 do determinado. A combinacdo mais potente foi selecionado para
estudos posteriores e que o0 anticorpo humanizado candidato.

[000338] E as curvas de ligacdo de dados de EC50

[000339] Figura 35. Resposta da dosagem de ELISA para deteccdo de
anticorpos que se ligam a TG2 (a) anticorpos quiméricos cDD9001, cDHO001,
cDCO001, comercial e TG2 CUB7402 anticorpo controle do mesmo isotipo, (b)
anticorpo quimérico cBB001 e controle do mesmo isotipo humano e (c) anticorpo
guimérico cAB0O3 e controle pareados por isotopo.

[000340] E as curvas de ligacao de dados de EC50

[000341] Figura 36. Resposta da dosagem de ELISA para deteccdo de
anticorpos que se ligam a macaco cinomologo TG2 (a) anticorpos quimeéricos
cDD9001, cDHO001, cDCO001, comercial e TG2 CUB7402 anticorpo controle do
mesmo isotipo, (b) anticorpo quimérico cBB001 e controle do mesmo isotipo e (c)
anticorpo quimérico cAB003 e controle equiparado-isotopo.

[000342] Figura 37: resposta a dose de ELISA curvas de ligacéo e os dados de
EC50 para os anticorpos que se ligam a TG2 humana (a) anticorpos humanizados
hBBO01AA, HBB001BB, TG2 e comercial CUB7402 anticorpo de controle de isotipo
e (b) o anticorpo humanizado hAB004.

[000343] As curvas e os dados de EC50 para os anticorpos de macaco que se
ligam a cynomogulus TG2 (a) controle os anticorpos humanizados hBBO01AA,
HBBO001BB, TG2 e comercial CUB7402 anticorpo controle do mesmo isotipo e (b)
0 anticorpo humanizado hAB004 e combinou-isétopo de ligacao

[000344] Figura 38. Resposta a dosagem ELISA.
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[000345] Figura 39: atividade de ligacdo AB1 Humanizado com TG2
extracelular

[000346] A inibicdo da atividade extracelular TG2 produzido por células HK2 foi
ensaiada utilizando um ensaio ELISA medindo a incorporagcdao de biotina
cadaverina em fibronectina. Uma curva exemplar que mostra a inibicdo da atividade
TG2 por humanizado AB1 (hAB0O5) e o IC obtido é apresentado.

[000347] Figura 40: atividade de ligacdo Humanizado BB7 com TG2
extracelular.

[000348] A inibicdo da atividade extracelular TG2 produzido por células HK2 foi
ensaiada utilizando um ensaio ELISA medindo a incorporacdo de biotina
cadaverina em fibronectina. Uma curva exemplar que mostra a inibicdo da atividade
TG2 por versdes de BB7 humanizado (hBBOO1AA e hBB001BB) e os Cls obtidos é
mostrada.

[000349] Figura 41: Citocalasina D, controle R281 e ZDON resultados do
ensaio cicatrizagdo e anticorpo CUB7402 resultados do ensaio de
cicatrizacgao.

[000350] Os ensaios de zero feridas foram realizadas utilizando WI-38 de
células, ap6s o plagueamento e crescimento durante a noite, as células foram
lavadas em meio sem soro e uma ferida zero gerado usando um Essen Ferida
Maker. Meio foi removido e substitui com 95 ul / meio livre bem soro contendo
anticorpos controles e testes. A placa foi colocada num Essen Incycte e o
fechamento da ferida analisados usando o software Incucyte. Densidade Relativa
ferida foi representada graficamente contra o tempo para o0s controles de
citocalasina D, R281 e Z -Don (painel A) e o anticorpo CUB7402 comercial e
citocalasina (painel B).

[000351] Figura 42: resultados do ensaio de cicatrizagdo BB7 humanizado.
[000352] Os ensaios de cicatrizacdo de feridas foram realizados utilizando WI-
38 de células, ap6s o plagueamento e crescimento durante a noite, as células foram

lavadas em meio sem soro e a cicatrizacao da ferida gerada usando um Essen
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Ferida Maker. O meio foi removido e substitudo com 95 ul / meio livre sem soro
contendo anticorpos controles e testes. A placa foi colocada em um Essen Incycte
e a cicatrizacao da ferida analisada usando o software Incucyte. Densidade Relativa
ferida foi representada graficamente contra o tempo para o AA hBB001 humanizado
e o controle citocalasina D (painel A) e hBBO0O1BB e o controle citocalasina D (painel
B).

[000353] Figura 43: resultados do ensaio de cicatrizagdo AB1 humanizado.
[000354] Os ensaios de zero feridas foram realizadas utilizando WI-38 de
células, ap6s o plaqueamento e crescimento durante a noite, as células foram
lavadas em meio sem soro e uma ferida zero gerado usando um Essen Ferida
Maker. Meio foi removido e substitui com 95 ul / meio livre bem soro contendo
anticorpos controles e testes. A placa foi colocada num Essen Incycte e o
fechamento da ferida analisados usando o software Incucyte. Densidade relativa foi
ferida em funcéo do tempo para o hABOO5 humanizado eo controle citocalasina D
[000355] Figura 44: resultados do ensaio quiméricos DCL1 zero.

[000356] Os ensaios de zero feridas foram realizadas utilizando WI-38 de
células, ap6s o plagueamento e crescimento durante a noite, as células foram
lavadas em meio sem soro e uma ferida zero gerado usando Essen Wound Maker.
Meio foi removido e substituiu com 95 ul/meio livre bem soro contendo anticorpos
controles e testes. A placa foi colocada num Essen Incycte e o fechamento da ferida
analisados usando o software Incucyte. Densidade Relativa ferida foi representada
graficamente contra o tempo para o anticorpo quimérico cDCO001 e o controle de
citocalasina D

[000357] Figura 45: ligacdo TG2 Humano a cAB00O3 anticorpo imobilizado por
Biacore. As fases de associacao de injec¢cdes TG2 humanos sobre o biossensor
cABO003-revestidos com 25, 50, 100 e 200 nM, incluindo em duplicado, em 50 nM,
estdo apresentados no lado esquerdo. Da mesma experiéncia, duas fases de

dissociacdo de comprimento foram recolhidas, como mostrado a direita. Ajustes
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sdo mostrados como linhas pretas cheias e os resultados sdo apresentados na
Tabela 25.

[000358] Figura 46: ligacdo Macaco cinomolgos TG2 para hABO004
anticorpo imobilizado por Biacore. As fases de associa¢cdo do macaco cinomolgo
TG2 injecgOes ao longo do biossensor hAB0OO4-revestidos com 25, 50, 100, 200 e
400 nM, incluindo em duplicado, em 50 nM, estédo apresentados no lado esquerdo.
Da mesma experiéncia, duas fases de dissociagdo de comprimento foram
recolhidas, como mostrado a direita. Ajustes sdo mostrados como linhas pretas
cheias e os resultados sao apresentados na Tabela 26.

[000359] Figura 47: ligacdo TG2 humano para o anticorpo imobilizado
cDHO0O01 por Biacore, naauséncia de calcio. As fases de associacao de injec¢des
TG2 humanos sobre o biossensor cDHOO01-revestidos com 25, 50, 100 e 200 nM,
incluindo em duplicado, em 50 nM, estdo apresentados no lado esquerdo. Da
mesma experiéncia, duas fases de dissociacdo de comprimento foram recolhidas,
como mostrado a direita. Ajustes sdo mostrados como linhas pretas cheias e os
resultados sé&o apresentados na Tabela 25.

[000360] Exemplo 1: Desenvolvimento de um anticorpo inibidor TG2
adequado para uso terapéutico no homem com a identificacdo de trés
inibidores de epitopos especificos.

[000361] A transglutaminase tipo 2 (TG2) catalisa a formacédo de um - (y-
glutamil) lisina ligagéo isopéptido entre péptidos ou proteinas adjacentes, incluindo
agueles da matriz extracelular (ECM). TG2 extracelular elevada leva a deposicao
de ECM acelerado e reducao da depuracédo que subjaz tecido cicatricial e fibrose.
Ela também esté ligada a doenca celiaca, doencas neurodegenerativas e alguns
canceres. Enquanto numerosos compostos tém sido desenvolvidos que inibem as
transglutaminases, nenhuma destas sdo especificas para TG2, inibindo todas as
transglutaminases em alguma extensdo. Embora estes tenham permitido a prova
de conceito estudos para o papel da TG2 nestas patologias, a falta de

especificidade da isoforma tem impedido a sua aplicagdo no homem. Para resolver

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 110/367



94/149

iISSO, nos propusemos a desenvolver uma alta afinidade TG2 anticorpo especifico
gue inibisse Unica atividade TG2.

[000362] Uma proteina recombinante englobando os aminoéacidos 143-473
do nucleo TG2 humana foi produzida em Escherichia coli, redobrada e 100 ug
injectados em ratos com quatro impulsos a 2, 5, 7, e 10 semanas. Os bacos
foram recuperados 4 dias ap6s o reforco final e os esplendcitos fundidos com
células SP2 / 0-Ag-14 células de mieloma. Setenta e cinco sobrenadantes dos
hibridomas revelou a especificidade TG2. Estes sobrenadantes de hibridoma
foram rastreados quanto a sua capacidade para inibir a atividade TG2 em um
ensaio de incorporacdo de putrescina contendo 100 ug de TG2. Dez TG2
sobrenadantes foram inibidoras especificas. Estes foram posteriormente duplo
clonado. Usando de apresentacdo de fagos para rastrear uma biblioteca de
fragmentos de TG2, cada anticorpo foi mapeado para um epitopo preciso no
dominio do nucleo TG2 e trés epitopos distintos inibitérios determinados. A
guantidade de anticorpo para reduzir a atividade a partir de 100 ng de TG2 em
50% foi determinada.

[000363] A dois anticorpos mais eficazes, AB1 e DC1 ligado aos aminoacidos
304-327 e tinha um IC50 de 1,1 x 10-5 mg/ml de 1gG por ng de recombinante TG2.
Aplicacdo de AB1 & DC1 foi capaz de inibir TG2 com sucesso em células Hep2G
humanos e TG2 extracelular em humanos HK-2 células quando aplicada ao meio
de cultura.

[000364] Assim, a imunizacdo de ratinhos com o dominio do ndcleo TG2
surpreendentemente permitiu a geracao de anticorpos monoclonais que tém como
alvo previamente epitopos ndo declarada dentro do nudcleo catalitico. Estes
anticorpos séo especificos, inibir a atividade de forma eficaz e TG2 sdo adequados
para aplicacdo in vivo.

[000365] Materiais e Métodos

[000366] Transglutaminase 2 produc¢do dominio nucleo catalitico
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[000367] O dominio do nucleo catalitico de TG2 humanos (residuos Cys143 -
Met 473 de TG2) foi expressa, redobrada e purificada para permitir que a
imunizacdo em ratinhos. O dominio do nucleo catalitico (PCR iniciador com sentido
GCG CGC TGC AGC TGC GCG CCA GAT GCT GTG TAC CTG GAC, anti-sentido
GCG CGC CTT AAG CAT CCC TGT CTC CTC CTT CTC GGC CAGQG) foi clonado
no vetor de expressdo pET21a (+) e expressa como corpos de incluséo insollaveis
em E. coli estirpe BL21-CodonPlus (DE3) -RIPL (Agilent Technologies). Em
resumo, 50 ul de BL21 competentes (DE3) pLysS foram transformadas com 1 ul do
plasmideo de expressao (30 ng / ul) e plagueada em placas de agar LB contendo
os antibidticos seletivos (100 ug / ml de ampicilina, 34 ug / ml de cloranfenicol ) e
1% de glucose e incubadas durante a noite a 37 ° C. Uma Unica col6nia foi escolhida
para semear 10 ml de meio LB fresco contendo 100 ug / ml de ampicilina, 34 ug /
ml de cloranfenicol e 1% de glucose em agitacdo numa estufa a 37 ° C e a 200 rpm.
Apés crescimento durante a noite, as culturas foram transferidas em 100 ml de YT
2 x meios de comunicagado com glicose a 1% e cresceu a uma DO600nm de 0,8 e,
em seguida, transferidos para o meio 2xYT 1L até a DO600nm atingiu 0,8
again.After inducéo de 4 horas sob 1 mM de IPTG para estimular a expresséo, e
sedimentadas bactérias foram lisadas por sonicacdo em tampao A (Tris 10 mM,;
EDTA 1 mM; DTT 10 mM; PMSF 1 mM; 0,5 mg / ml de lisozima comprimidos
inibidores da protease (Roche), pH 8,0). Os corpos de inclusédo foram colhidos por
centrifugacéo a 40.000 x g e lavou-se trés vezes em tampéao de lavagem B (Tris 50
mM; EDTA 1 mM; DTT 10 mM; desoxicolato de sodio a 2%, pH 8,0) antes de uma
lavagem final em agua desionizada.

[000368] Os corpos de inclusdo foram solubilizados em tampé&o de 3.5mis
ressolubilizacdo (40 mM Tris-HCI, ureia 8 M, DTT 10 mM e pH 12) e redobrado ao
longo de um periodo de 16 horas em tampéo de re-enrolamento (40 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl; 20% glicerol; 5 mM de cisteina; 0,5 mM de cistina pH 8) a4 ° C no

€Scuro.
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[000369] Os corpos de incluséo foram resolubilised carregado numa coluna de
niquel de 1 ml. Resumidamente, a coluna foi pré-equilibrada com tampéao de ligacédo
(40 mM Tris; NaCl 300 mM; imidazole 10 mM) e os corpos de inclusédo aplicadas.
A coluna foi extensivamente lavada (40 mM Tris; NaCl 300 mM; imidazole 30 mM).
A proteina recombinante foi eluida por tampé&o de imidazol alta concentracédo (40
mM Tris; NaCl 300 mM; imidazole 300 mM). Fra¢des de proteinas contendo eluidas
foram reunidas e dialisadas durante a noite contra um tampao apropriado (40 mM
Tris; 300 mM de NacCl, pH 8). A proteina foi avaliada utilizando o ensaio de proteina
de Bradford

[000370] HepG2 cultura celular e lisados

[000371] As células HepG2 foram gentilmente fornecidos por Richard Ross
(Universidade de Sheffield). As células foram rotineiramente cultivadas a 37 ° C
numa atmosfera humidificada de 95% de 5% de CO2 em DMEM / 4,5 g por litro de
glucose suplementado com 10% de soro fetal de vitelo (FCS), 100 Ul de penicilina
e 100 ug / ml de estreptomicina, 2 mM de L -glutamina (todos GIBCO). Dois milhdes
de células foram semeadas em pratos de 10 centimetros e crescido durante 48
horas. As células foram lisadas em 250 ul de tampédo STE (0,32 M de sacarose,
Tris a 5 mM, EDTA 1 mM contendo inibidores de protease fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (1 mM), benzamidina (5 mM), leupeptina e (10 ug / ml) e sonicada
em gelo para produzir um ligado de células utilizavel em ensaio da atividade de
TG2.

[000372] Rim humano (células 2 HK2):

[000373] HK-2 (células de rim do epitélio tubular proximal) foram adquiridos a
partir da coleccao de culturas de células Europeia na passagem 3. As células foram
rotineiramente cultivadas a 37 ° C numa atmosfera humidificada de 95% de 5% de
CO2 em meio isento de soro de queratinécitos (KSFM, Gibco 17005 -042) com L-
glutamina, suplementado com EGF recombinante (0.1-0.2ng / ml) e extracto de
pituitaria bovina (20-30ug / ml). Para passagem, os meios foram removidos e

lavados uma vez com 1 x PBS antes trypsinising com 1 ml de 0,25% de tripsina /
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EDTA (frasco T75), durante 1 minuto a 37 ° C. As células foram ressuspensas em
10 ml de KSFM e centrifugado a 400 g durante 1 minuto. O meio foi removido e as
células semeadas em KSFM (1: 3-1: 5 divisdo € normal). As células foram utilizadas
experimentalmente em passagens 14/05. As células cresceram bem tipicamente a
95% de confluéncia.

[000374] Coloracdo com Coomassie e transferéncia de western.

[000375] A pureza das proteinas recombinantes foi verificada passando 5 ug
da proteina recuperada em 10% (w / v) de poliacrilamida desnaturante em gel e
coloracdo com uma solucéo de Azul Brilhante de Coomassie R coloracao (Sigma).
[000376] Confirmacéo de TG2 sintese de proteinas do nucleo, bem como os
niveis de reatividade do nucleo TG2 e TG2 ap6s imunizacdo foram todos medidos
por transferéncia Western. As proteinas recombinantes (10-80 ng) foram
carregados em um 10% (w / v) de desnaturacao de poliacrilamida ou em gel ndo
desnaturante, conforme necessario e transferidas para membranas de PVDF
(Transblot SD, Biorad, Reino Unido) durante uma hora a 100 V. As membranas
eram bloqueadas durante a noite a4 ° C com 3% (w/v) BSAem TBS/0,1% (v/ V)
de Tween 20. As membranas foram entdo lavadas e sondadas com anticorpos
monoclonais de ratinho anti-transglutaminase em TBS / Tween contendo BSA a 1%
. Para a prova de proteina recombinante ndcleo TG2 e como um controle positivo
para o rastreio de anticorpos os anticorpos comercial Cub7402 (NeoMarkers) foi
utilizado a uma diluicdo de 1: 1000. A ligagcdo do anticorpo primario foi detectado
com o anti-rato-cadeia gama-HRP ligada anticorpo secundario (Sigma, Poole,
Reino Unido). As bandas foram visualizadas usando o sistema de detecc¢ao
guimioluminescente ECL (Amersham, Reino Unido).

[000377] Rato de imunizacéo e de fusédo

[000378] Cada ratinho foi imunizado com uma mistura de 50 ug de
antigeno(fez-se a um volume de 50 ul com PBS estéril) e 50 ul de adjuvante
completo de Freund. Quatro (8-12 semanas de idade) ratinhos BALB / C foram

injectados. Duas imunizagdes foram realizadas de impulso (dia 14 e dia 35), usando
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0 mesmo procedimento com a excepc¢ao de que o adjuvante incompleto de Freund
foi utilizado para estas injec¢des. No dia 45, os sangramentos de ensaio foram
obtidas de todos os animais e avaliada quanto a reatividade por ELISA para TG2.
[000379] Os dois melhores respondedores foram ainda potenciado pela inje¢ao
de 100 ug de proteina do nucleo (em PBS) de novo misturado com adjuvante
incompleto de Freud as 10 semanas e 4 dias mais tarde os animais foram
sacrificados para a recuperagdo de esplendcitos e de fusdo com células Sp2 / 0-
Ag-14 As células de mieloma. A partir desta fusdo, cerca de 1000 pogos foram
pesquisados quanto a reatividade a proteina TG2 por ELISA.

[000380] Triagem para TG2 especificidade

[000381] O meio condicionado ou IgG purificada foram testadas quanto a
reatividade com os membros da familia de transglutaminase. A capacidade de cada
um para se ligar a cada transglutaminase (TG1, TG2, TG3, TG5, TG7 e Factor Xllla;
todos Zedira) foi determinada usando um ensaio de ligacdo do prato. As placas de
microtitulagdo (Costar, Cambridge, Reino Unido) foram revestidas com
recombinante TG (Zedira, Darmstadt, Alemanha) em 50 ul de 0,1 M de bicarbonato
/ tampéao de carbonato (pH 9,6) durante a noite a 4 ° C. As placas foram bloqueadas
durante 2 h a 37 ° C com 200 ul de PBS contendo 3% w / v BSA. As placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (tamp&o de lavagem) e
100 ul de meio condicionado diluido (diluicdo 1: 5 a 1:20) ou purificada anti-TG2
nucleo catalitico mAbs foi adicionado. As placas foram incubadas durante mais 1 h
a temperatura ambiente. O passo de lavagem foi repetido e anti-ratinho cadeia
gama-peroxidase de rabano (1: 5000) em PBS contendo 0,05% de Tween 20 (v: v)
e 1% de BSA (w: v) (Sigma, Poole, Reino Unido) foi adicionado durante 1 h. Apos
oito lavagens, a ligacdo foi revelada com 50 ul de substrato 3,3 ', 5,5'-
tetrametilbenzidina. A reacao foi parada pela adicdo de 25 ul de 0,1 M de H2S0O4 e
a absorvancia a 450 nm foi determinada.

[000382] Triagem para inibicdo TG2

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 115/367



99/149

[000383] TG atividade é medida pela incorporacao de Ca2 + dependentes de
3H-putrescina em N ', N'-dimethylcasein. TG2 humana recombinante (100 ng) foi
pré-incubada durante 20 minutos a temperatura ambiente com a amostra de ensaio
(meio condicionado ou IgG purificada) antes de iniciar a reag&o. Vinte e cinco ul de
mistura reaccional (5 ul de CaCl2 25 mM, 5 ul de 40 mM ditiotreitol, 5 ul mistura de
3H-putrescina, e 10 uL de 25 mg / ml de N, N dimethylcasein '(substituir CaCl2 25
mM com 100 mM EDTA para um controle ndo-enzimatica) foi adicionado para
iniciar a reacdo e as amostras incubadas a 37 ° C durante até 1 hora. Aliquotas de
10 ul foram vistos numa tira de papel de filtro 3 MM Whatman e imediatamente
mergulhados em gelo-frio 10% de acido tricloroacético (TCA), a fim de precipitar as
proteinas de ligacdo cruzada, tipicamente no tempo 0, 10, 30 e 60 minutos de
reacdo. Depois de trés lavagens extensas em gelada TCA a 5%, seguido por 3
lavagens com gelada etanol a 95%, secou-se o filtro de ar foi contado em 2 ml de
fluido de cintilacdo (Packard Ultima Gold, Perkin Elmer). a velocidade da reacao foi
calculada. 1 unidade de TG é equivalente a incorporacdo de 1 nmol de putrescina
por hora a 370C.

[000384] O mesmo protocolo foi utilizado para avaliar a inibicdo TG em lisados
celulares, substituindo os 25 ul de proteina recombinante com 25 ul de lisado de
células.

[000385] Hibridoma clonagem e purificagcdo de anticorpos a partir de meio
condicionado

[000386] Isolamento anticorpo monoclonal foi realizada a partir dos hibridomas
inibitorios clonados. Inicialmente pocos de hibridoma duplamente clonadas foram
identificados por um processo de diluicdo limitada (para assegurar a estabilidade e
clonalidade) de acordo com métodos convencionais (Loirat MJ et al, 1992) com
sub-clones testados, tal como descrito por ELISA e telas de atividade. Os clones
gue produzem anticorpo selecionadas foram expandidas em 25 e 75 cm2 frascos
e alimentadas com meio isento de soro (Hyclone, Fisher Scientific, Loughborough,

Reino Unido). Como as células foram expandidas, o meio condicionado foi
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recolhido para purificacdo de IgG utilizando cromatografia de afinidade em coluna
de proteina G (Amersham Life Sciences). O meio condicionado foi diluido em igual
volume de fosfato de sédio 10 mM, pH 7,25, e aplicado a coluna de proteina G, a
uma taxa de fluxo de 1,0 a 2,0 ml/ min. A coluna foi extensivamente lavada com 10
volumes de coluna do mesmo tampéao. O anticorpo ligado foi eluido em solucéo de
glicina (0,1 M; pH 2,7) e neutralizou-se em 0,15% volumes de 1M Tris/HCI, pH 9.
As amostras foram dialisadas contra 1000 volumes de solugdo salina tampéao de
fosfato, durante 24 horas, com duas mudancgas de tampé&o.

[000387] Mapeamento de epitopos de anticorpos exibicdo de fagos

[000388] A sequéncia de codificacdo de comprimento completo de TG2
humana foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase, utilizando os
seguintes iniciadores; 5 'ATGGCCGAGGAGCTGGTCTTAGAGA 3' e TG2-FL-2 5
'GGCGGGGCCAATGATGACATTCCGGA 3' TG2-1-FL. O produto de amplificagédo
de cerca de 2 kb foi purificado utilizando o kit de limpeza de PCR Qiagen (Qiagen)
e digerido em fragmentos aleatérios utilizando RQ DNAse | (Promega). A reacao
RQ DNAse foi tratado com o fragmento Klenow da polimerase | de ADN e ADN-
polimerase de T4 para gerar fragmentos de extremidades lisas. Estes foram
purificados por electroforese em gel, e fragmentos na gama de 50-150 pb extraido
utilizando kit de recuperacéo de gel Qiagen (Qiagen, Crawley Reino Unido).
[000389] Um vetor que apresenta o fago foi digerido com EcoRV, tratado com
fosfatase alcalina e purificado por electroforese em gel e o kit de recuperacédo de
gel da Qiagen. 100 ng do vetor purificado foi ligado a 15 ng dos fragmentos
preparados sem corte de cDNA humano TG2. A ligadura resultante foi
electroporado em células XL1-Azul electrocompetentes (Agilent Technologies) e a
biblioteca de fragmentos resgatados com fago ajudante VCSM13 (Agilent). As
particulas fagicas foram precipitadas com 2% de glucose e 4% de PEG 6000 e
ressuspensas em PBS 0,1% Tween 20 (v: v) de BSA a 1% (w: v).

[000390] Mapeamento de epitopos foi realizado utilizando o seguinte

procedimento. Pogos de ELISA foram revestidos durante a noite a 4 ° C com 30
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ug de anticorpo monoclonal em 100 ul de tampé&o de revestimento. O poco revestido
foi lavada com PBS / Tween e bloqueados com 400 ul de 3% BSA em PBS (w: v)
durante 1 h a temperatura ambiente. Aproximadamente 1010 particulas de fagos
(200 ul) foram adicionados ao poc¢o do bloqueados e incubados a temperatura
ambiente durante 1 h. A cavidade foi lavada 8 vezes com 400 ul de PBS / Tween a
0,5% (v: v) e os fagos aderentes eluida com 0,2 M de glicina pH 2,2. Os fagos
eluidos foram utilizados para infectar um hospedeiro ml de XL1-Blue e amostras
semeada em agar LB (60 ug / ml de ampicilina, 15 ug / ml de tetraciclina), o
hospedeiro remanescente foi adicionado a 100 ml de meio LB (60 ug / ml de
ampicilina, 15 ug / ml de tetraciclina) e crescidas durante a noite a 37 ° C numa
incubadora com agitacdo a 200 rpm para gerar a biblioteca enriquecida de
fragmentos selecionados. Este processo de enriquecimento foi repetido cinco
vezes e colonias aleatorios da rodada final foram selecionados para o
sequenciamento.

[000391] Determinacado da sequéncia daregido VL de anticorpo

[000392] primers

[000393] Iniciadores de sentido da cadeia pesada - Um par de iniciadores
altamente degenerados FR1, MH1 e MH2 (Wang et al 2000), foram combinadas
com os iniciadores da regido constante 3 para amplificar genes VH.

MH1 5 CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGTC 3

MH2 5CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC &

Camundongo-G1 %
AGGCGCAGTACTACAATCCCTGGGCACAATTTTCTTGTCCACC 3
Camundongo -G2a %’
AGGCGCAGTACTACAGGGCTTGATTGTGGGCCCTCTGGG 3

Camundongo -G2b 5’
AGGCGCAGTACTACAGGGGTTGATTGTTGAAATGGGCCCG 3

Kappa primarios

VK1 5 CGCTGCGAGCTCGATATTGTGATGACBCAGDC 3’
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VK2 5 CGCTGCGAGCTCGAGRTTKTGATGACCCARAC 3

VK3 5" CGCTGCGAGCTCGAAAATGTGCTCACCCAGTC &

VK4 5 CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGATGACACAGTC &

VK5 5 CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACACAGAC &

VK6 5 CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGCTSACYCARTC 3

VK7 5" CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACYCARTC &

VK8 5 CGCTGCGAGCTCCAAATTGTTCTCACCCAGTC &

K-CONST & GCGCCGTCTAGAATTAACACTCATTCCTGTTGAA 3

[000394] O RNA total foi extraido a partir de células de hibridoma monoclonais (~

105 células) utilizando Trizol (GIBCO), de acordo com o protocolo do fabricante e
guantificados por A260nm. cDNA foi sintetizada usando transcriptase reversa ImProm
Il (Promega) e iniciadores de hexameros aleatorios. A mistura de reacdo foi como se
segue; 1 ug de RNA total, 0,1 ug de oligo (dN) 6, 12 ul de tampé&o ImProm Il, 1 ul de
dNTPs 10 mM (Promega), 8 ul de MgCI2 25 mM, 4 ul ImProm Il de transcriptase
reversa (Promega), tratada com DEPC-H20 até volume de reacao total de 60 ul. A
mistura de ARN e iniciador aleatério foi aquecida a 70°C durante 10 min e, em seguida,
colocados em gelo. Os restantes componentes da reacao foram adicionados e, em
seguida, incubadas a 20°C durante 10 min, depois a 40°C durante mais 40 min.
[000395] A amplificacdo dos genes VH e VK foi realizada com GoTaq
polimerase (Promega). Cada reacao de 50 ul continha o seguinte; 2 ul de cDNA, 20
pmol de iniciadores sentido e anti-sentido, GoTag tamp&o de reac¢éo de 10 ul, 1 ul
de dNTPs 10 mM, MgCI2 5 mM 25 ul, 2,5 u da polimerase GoTaq, H20 para um
volume final de 50 ul. As reagfes foram repetido 35 vezes usando as seguintes
condigdes: desnaturar inicial 95 °© C 2 min; desnaturar a 94 ° C 1 min, 56°C
recozimento 1 min, extensdo a 72 ° C 1 min. Os produtos de PCR foram analisados
por electroforese em gel e clonado utilizando o kit de clonagem TOPO TA
(Invitrogen). Minipreps aleatorias de produtos de PCR de cadeia pesada e leve
foram escolhidos para sequenciagéao.

[000396] Medicéo da atividade de TG extracelular
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[000397] TG atividade extracelular foi medida por ELISA de célula modificada.
HK-2 células epiteliais foram colhidas usando 0,1 M de EDTA ou 0,25% de tripsina
/ EDTA e colocadas em placas a uma densidade de 8 x 104 células / poco em meio
iIsento de soro para uma placa de 96 pocos que tinha sido revestida durante a noite
com 100 ul / poco de fibronectina (5 ug / ml em 50 mM Tris-HCI pH 7,4) (Sigma,
Poole, Reino Unido). As células foram deixadas ligar-se durante 2,5 h a 37 ° C na
presenca de 0,1 mM de biotina a cadaverina [N- (5 amino pentil biotinamida) de
acido trifluoroacético] (Molecular Probes, Eugene OR, EUA). As placas foram
lavadas duas vezes com 3 mM de EDTA/PBS e as células removidas com 0,1%
(w/v) de desoxicolato 5 mM em EDTA/PBS. O sobrenadante foi recolhido e utilizado
para determinagdo de proteinas. As placas foram lavadas com HCI 50mMTris- e
cadaverina biotina incorporada revelada utilizando 1: 5000 extravidina HRP (Sigma,
Poole, Reino Unido) durante 1 h a temperatura ambiente seguido por um TMB (3,3
', 5,5'-tetrametilbenzidina) substrato. A reacéo foi parada com 50 ul de H2S04 2,5
M e a absorvéncia foi lida a 450 nm.

[000398] Medicao dos niveis de coldgeno por marcacao radioativa
[000399] As células foram semeadas a uma densidade de 3,75 x 106/10 cm2
de uma placa de Petri ou 1 x 106 / poco de uma placa de 6 pocos. ECM colageno
foi avaliada pela marcacdo com 20 ICI de 3,4H prolina (1,0 mCi / ml, ICN).
Rotulagem foi realizada durante 72 h, sob condi¢c6es padrao de cultura de células.
ApO6s a marcagdo, o meio foi removido, as células lavadas com PBS e removidas
com 2 ml de 0,25 M de hidroxido de aménio em 50 mM Tris pH 7,4 a 37 ° C durante
10 min. A fracéo soluvel foi recolhido e a concentracdo de proteina foi determinada
usando o ensaio de acido bicinconinico (BCA). Os pratos foram lavados
extensivamente com o aumento dos volumes de PBS antes da ECM foi solubilizado
com 2 ml de 2,5% (w / v) de SDS em 50 mM Tris pH 6,8. O prato foi raspada para
assegurar a remocéao completa do ECM e 200 IL foi medido por radioatividade num

contador de cintilacdo beta. As contagens foram corrigidas por mg de proteina
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celular solubilizado e expresso como uma percentagem do valor de controle
significativo.

[000400] Geracao de recombinante ratificado Quark IgG

[000401] Para fins experimentais, um ser humano-ratazana anticorpo quimeérico
a partir da sequéncia de um "humano” de cadeia simples Fv de um anticorpo
humano contra a transglutaminase de tipo Il foi gerado. O anticorpo € chamado
QPCDTGII (abreviado para QCT), e as sequéncias das regides variaveis estédo
disponiveis nos documentos WO 2006 / 100679A2.

[000402] Uma subclasse y2a rato foi selecionado para as regifes constantes
da cadeia pesada, removendo o local de glicosilacdo para reduzir a possibilidade
de uma reacdo de ADCC nos animais de teste de rato. A regido constante de rato
selecionada para a cadeia pesada foi 013,593 (Bruggemann, M. Gene 74: 473-482
(1988); Bruggemann, M., livre, J., diamante, R., Howard, J., Cobbold, S. e
Waldmann, H., Proc Natl Acad Sci EUA 83.... 6075-6079 (1986)) a partir da base
de dados de Kabat (Kabat, eA, Wu, TT, Perry, HM, Gottesman, KS, e Foeller, C.
Sequéncia de proteinas de Interesse imunologica. (NIH National Technical
Information Service, 1991)). Isso para a cadeia leve kappa era 013.718 (Sheppard,
HW e Gutman, GA Proc Natl Acad Sci EUA 78..... 7064-7068 (1981)) a partir de
Kabat.

[000403] Em resumo, de cadeia pesada e cadeia kapa sequéncias de
codificagdo foram gerados por sintese de ADN (utilizacdo de coddes foi adaptado
a um viés de coddes de mamifero).

[000404] A sintese do produto do gene de cadeia pesada foi amplificada por
PCR utilizando os iniciadores QCT_HindIll e QCT_H_rev. O produto de PCR foi
cortado com Hindlll e NgoMIV e ligado no vetor de expressdo MRCT. Clones de
bactérias DH5ct competentes quimicamente transformadas pelo produto de ligacéo
foram PCR-selecionados usando o HCMVi primers e rat_gammal. Trés clones

gerando um produto de PCR com o tamanho previsto foram sequenciados.
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[000405] O produto de sintese de gene da cadeia kappa foi amplificado por
PCR utilizando os iniciadores QCT_Hindlll e QCT_L_rev. O produto de PCR foi
cortado com Hindlll e PpuMI e ligado no vetor de expressdao pKN100. Clones
de bactérias DH5ct competentes quimicamente transformadas pelo produto
de ligacao foram PCR-selecionados usando o HCMVi primers e rat_kappa.
Trés clones gerando um produto de PCR com o tamanho previsto foram
sequenciados.

[000406] A expresséo insert vetor codificagdo duplo para ambas as cadeias
pesada e kappa foi gerado e transfectados em células HEK293T. Sobrenadante de
cultura celular a partir de duas transfeccées HEK293T grande escala foi reunido e
purificados por afinidade numa proteina G-agarose a 1 ml de coluna utilizando um
sistema de cromatografia AKTA Explorer, em conformidade com os protocolos do
fabricante. Um Unico pico de OD 280nm de IgG eluida com tampé&o de eluicéo, e
foi dialisado contra duas mudas de PBS. Este foi ensaiada tanto por absorcéo de
UV a 280 nm, e por ELISA de rato IgG2a. O rendimento total foi de
aproximadamente 700 ug por (OD280nm); 303,5 ug (por ELISA).

[000407] Humanizacao do Anticorpo AB1

[000408] Base de Dados do VH humano e VK cDNA

[000409] As sequéncias protéicas de imunoglobulinas humanas e mouse a
partir do Banco de Dados de Imunogenética internacionais 2009101 eo Kabat
Database Release 5 de Sequéncias de Proteinas de Interesse imunoldgica (Ultima
atualizacao 17-Nov-1999) 102 foram usados para compilar um banco de dados de
sequéncias de imunoglobulina humana em um Kabat alinhamento. Nosso banco de
dados contém 10.606 VH e 2.910 sequéncias VK.

[000410] Modelo molecular da AB1

[000411] Um modelo de homologia das regides variaveis do mouse anticorpo
ABL1 foi calculado usando o Modeller program103 corrida no modo automatico. As
coordenadas atdmicas de um MQK.pdb, 3LIZ.pdb e IMQK.pdb eram os mais altos

modelos de sequiéncia de identidade para a interface, VL e VH, respectivamente,
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como determinado pela andlise da explosdo da base de dados de anticorpos
estruturas PDB Accelrys. Estes modelos foram usados para gerar 20 modelos
iniciais, o melhor do que foi refinado modelando cada loop CDR com os seus 3
melhores modelos de alga.

[000412] Quadro de Selecdo hAB1

[000413] O programa de andlise de sequéncia, gibsSR, foi usado para
interrogar as bases de dados de VH e VK humanos com as sequéncias de proteinas
AB1 VHC, VKC e VKcl usando varios critérios de seleccdo. Residuos FW dentro
5A de um residuo de CDR (definicdo Kabat) no modelo de homologia de anticorpo
de rato AB1, foram identificados e designados como os "5-A proximidade" residuos.
[000414] AF06220 foi escolhido como o FW sobre a qual baseia a construgéo
AB1 humanizado VHC inicial. A Tabela 1 mostra o alinhamento e o residuo
identidade de AF06220 de murino Ab1.

[000415] A Tabela 2 mostra o envelope 5A proximidade das sequéncias.
AF062260 tem apenas uma mutacdo somatica de distancia da sua linha germinal
VH gene 212347 (Tabela 3).

[000416] AY247656 foi escolhido como o FW sobre a qual basear o AB1
humanizado inicial VKC construir. O alinhamento eo residuo identidade de murino
AB1 sdo mostrados na Tabela 4; A Tabela 5 mostra o envelope 5A proximidade
das sequéncias. A sequéncia 5 mostra as mutacdes somaticas a partir da sua
X93620 gene da linha germinal VK (Tabela 6).

[000417] AF193851 foi escolhido como o FW sobre a qual basear a construcao
inicial AB1 VKcl. O alinhamento eo residuo identidade de murino AB1 sé&o
mostrados na Tabela 7. A Tabela 8 mostra o envelope 5A proximidade das
sequéncias. A sequéncia ndo mostra as mutagdes somaticas a partir do seu gene
da linha germinal VK J00248 (Tabela 9).

[000418] Aglutinacdo ELISA

[000419] Células HEK 293F foram co-transfectadas com diferentes

combinagdes de vetores de cadeia leve humanizadas, em associagdo com
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diferentes vetores da cadeia pesada humanizadas. TG2 humana recombinante foi
utilizada para medir a ligacdo do anticorpo por ELISA. Os resultados indicaram que
a versao de Cadeia Pesada RHA (Tabela 10), em combinacdo com as versoes de
cadeia leve e RKE RKJ (Tabela 11) (representando as diferentes versdes de cadeia
leve humanizada) mostrou ligacéo 6tima (Figura 16).

[000420] Versdo Cadeia Pesada RHA é um enxerto modificado-un das regifes
do mouse CDR do anticorpo AB1 para a sequéncia do doador humano. No entanto,
ambas as versdes de cadeia leve e RKE RKJ, ttm o mesmo Unico 5A proximidade
residem retromutacéo, F72 (numeracédo Kabat - mostrado em verde).

[000421] Este encontra-se fora da retromutacéo Vernierl04, Canonicall05 ou
Interface106 residuos (ver Tabela 11).

101. Lefranc,M.P. IMGT, the international ImMMunoGeneTics database(R). Nucleic
Acids Res. 31, 307-310 (2003).

102. Kabat,E.A., Wu,T.T., Perry,H.M., Gottesman,K.S. & Foeller,C. Sequences of
Proteins of Immunological Interest. NIH National Technical Information Service,
(1991).

103. Eswar,N. et al. Comparative protein structure modeling using Modeller. Curr.
Protoc. Bioinformatics. Chapter 5:Unit 5.6., Unit (2006).

104. Foote, J. & Winter, G. (1992). Antibody framework residues affecting the
conformation of the hypervariable loops. J Mol. Biol. 224, 487-499.

105. Morea, V., Lesk, A. M. & Tramontano, A. (2000). Antibody modeling:
implications for engineering e design. Methods 20, 267-279.

106.Chothia, C., Novotny, J., Bruccoleri, R. & Karplus, M. (1985). Domain
association in immunoglobulin molecules. The packing of variable domains. J Mol.
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RESULTADOS

Geracao de proteinarh do nucleo TG2.

[000422] Para forcar a geracdo de anticorpos que seria mais provavel que os
epitopos alvo criticos para a atividade TG2, em vez de locais favorecidos na
molécula TG2, nos ratinhos imunizados com o nucleo catalitico TG2, em vez de
todo o comprimento TG2 molécula. Para gerar o dominio TG2 recombinante, um
construto de PCR foi gerado em execucéo a partir de bases 329-1419 e inseridos
no pET21 + (a) vetor (Figura 1A). Insercdo e expressao deste vetor em
células BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL bactérias resultou na geracdo de uma
proteina insolivel que abrange os aminoacidos 143-473 englobando todo o
nucleo catalitico. Esta proteina foi solubilizada e redobrada em 40 mM Tris-
HCI; NaCl 150 mM; 20% de glicerol; 5 mM de cisteina; 0,5 mM de cistina pH 8.
10 ng deste foi percorrida sobre um gel de poliacrilamida ndo redutor, ocidental
borrada e immunoprobed com CUB7402. Uma banda clara era visivel a 37 kDa,
gue é consistente com o tamanho previsto do nucleo TG2 (Figura 1B). Bandas
maiores também eram imunorreativos para CUB7402 quais mais provavelmente
representam agregados da proteina do nucleo em que ndo estavam presentes
guando um gel redutor foi executado (dados ndo mostrados).

Imunizagéo e fusao.

[000423] Quatro ratinhos foram imunizados com 50 ug de rhTG2 nucleo. Em
aproximadamente cinco e nove semanas apos a imuniza¢cao, uma amostra de soro
foi feita a partir de cada ratinho e testado para a reatividade contra rh TG2 por
ELISA utilizando uma diluicdo em série do soro. Todos os ratinhos mostraram uma
forte reacdo imunitaria a rhTG2 nucleo, mesmo na diluicdo mais elevada utilizada
(1: 51 000) (Figura 2A). Para confirmar que os anticorpos também reconhecem a
full-length TG2, rhTG2 e proteina do nucleo rhTG2 foram corridos num gel ndo
desnaturante, ocidental borrada e immunoprobed com uma diluicéo 1: 1000 de soro

de ratinho (Figura 2B). O mouse com a reatividade mais forte (mouse C) contra
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ambas as proteinas foi impulsionado e esplendécitos recuperado para a fusdo com
a Universidade de servico Hybridoma de Sheffield, Bioserv.

Selecéo de hibridoma positivo e clonagem.

[000424] Fora dos 400 pocos de hibridoma selecionadas por Bioserv como
positivos mais elevados, os sobrenadantes de 109 apresentaram reatividade
persistente para TG2, no entanto, apenas 34 nao reagiu com outros membros da
familia TG-chave quando testados em ELISA (exemplos representativos mostrados
na Figura 3A). Aqueles que eram especificos para o sobrenadante TG2 tinha
conferido pelo ensaio de incorporagéo de *H-putrescina para a capacidade de inibir
a atividade de TG2 resultante a partir de 100 ng de TG2 (Figura 4). Esta tela inicial
indicou que 10 sobrenadantes dos hibridomas foram capazes de inibir a atividade
TG2 (AB1; DC1; BB7; EH6; DH2; DD9; JE12; AG9; AH3; DF4). Nove dos dez foram
clonados com sucesso por diluicdo limitada. Para o clone DF4, embora clones
foram isolados pos-clonagem, eles ndo parecem ser inibitério. PGs clonagem, 1gG
foi purificada a partir de cada hibridoma clonado e retestados para reatividade
seletiva para TG2 (Figura 3B).

Potencial inibitorio TG2.

[000425] Cada hibridoma clonado tinha IgG testadas para a sua atividade
inibidora contra TG2 humano, rato e murganho TG2 e o IC50 calculada com base
na quantidade de 1gG necesséria para inibir a 1 ng de TG2. Houve um intervalo de
aproximadamente 12 vezes nos valores de IC50 contra TG2 humana que véao
desde o mais eficaz AB-1 a 1.1x10-5 mg / ml de 1gG para o JE12 menos eficaz na
1.1x10-5 12.3 mg / ml de IgG (Figura 9 ; Tabela 1). Curiosamente nés sé foram
capazes de determinar um IC50 para 4 anticorpos (DH2, DD9, EH6 e BB7) contra
rato TG2 com o melhor, DH2 tendo um IC50 de 2,23 x 10-4 mg / ml de 1gG sendo
cerca de 6 vezes menos ativo do que TG2 contra humana e comparativamente 38
vezes menos ativa que a melhor AB-1 inibidor contra TG2 (Figura 9; Tabela 1).
Nenhum dos anticorpos inibidores foram capazes de inibir rato TG2, provavelmente

devido a tolerancia imunoldégica.
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Mapeando os epitopos de anticorpos inibidores

[000426] Para estabelecer quais os epitopos na TG2 eram imunologicamente
Unica para TG2 enquanto inibidora, assim como estabelecer se estes 10 anticorpos
foram visando as mesmas ou diferentes sitios, cada anticorpo foi mapeada usando
exibicdo em fagos. Uma biblioteca de fagos foi construida e TG2 deslocada contra
cada mAb. O epitopo foi entdo determinado por sequenciacdo de consenso de
ligacdo dos fagos.

[000427] AB1, AG1, AH1, BB7, DC1, EH6 e JE12 tudo parecia ligar no todo ou
em parte a um unico epitopo (Figura 5), que abrange os aminoacidos 304-326 e
parece sentar-se na frente do local ativo dentro de um bolso de ligagao do substrato
(Figura 6). Esta regido que denominou site da AB-1 e chamadas anticorpos
dirigidos neste site anticorpos Grupo 1.

[000428] DF4 exclusivamente como alvo uma sequéncia de correr desde o
aminoacido 351-365 (Figura 5) que corre a partir da frente para tras do nudcleo
englobando Asp 358 na triade catalitica (Figura 6). Este n6s denominado Grupo 2.
[000429] E DH2 DD9 ligado a uma sequéncia que abrange os aminoacidos 450-
467 (Figura 5). Estes anticorpos Grupo 3 se ligar a uma regido na parte traseira do
nacleo préximo da juncdo com [ cano-1, que denominou o local DH2. O epitopo
engloba um sitio de ligacdo de célcio putativa (Figura 6).

Sequencia de Anticorpos

[000430] A fim de determinar a sequéncia da cadeia leve variavel para cada
anticorpo, de ARN a partir de cada hibridoma inibitéria foi extraida, a transcricao
reversa e amplificado por PCR utilizando um par de iniciadores altamente
degenerados FR1, MH1 e MH2 iniciadores de ser combinado com os iniciadores
da regido constante 3 para amplificar VH genes.

[000431] As sequéncias de VH e VK resultantes sdo mostrados na Figura 7
para AB1.

[000432] A capacidade de ABL1 para inibir a atividade TG2 em uma mistura de

proteinas in vitro.
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[000433] O anticorpo inibidor mais potente contra recombinante TG2 é ABL.
Para ser de valor terapéutico, ele deve ser capaz de inibir a atividade nao s6 TG2
em uma solucdo pura, mas também em uma solugcdo de complexo de proteina e
ndo de qualquer forma associar com outras proteinas. Para testar isto, um
homogeneizado da linha celular de hepatécitos humanos HepG2 foi preparado.
Aplicacéo de 0,5 ug de ABL1 foi capaz de inibir 70% da atividade TG2 (Figura 8A).
No entanto BB7 produziu uma inibigao significativamente melhor derrubar 90% da
atividade TG2. Imuno 25 mcg deste ligado com AB1 n&o mostrou associagao alvo
com uma unica banda immunoreative em um tamanho correspondente a TG2
(Figura 8B).

[000434] A capacidade de AB1 e DC1 para inibir a atividade TG2 extracelular.
[000435] Para avaliar se estes anticorpos podem inibir a atividade de TG2 em
um sistema celular. AB1 (Figura 10a) e DC1 (Figura 10b) foram aplicados a rim
humano 2 (HK-2) células epiteliais tubulares na cultura e na atividade TG
extracelular testadas utilizando o ensaio de biotina cadaverina. AB1 foi capaz de
conseguir uma inibicdo de 60% e DC1 uma inibicdo de 55% da atividade quando
aplicados a 4 ng / ul no meio de cultura, que foi comparavel a panela quimica TG
inibidor 1,3-Dimetil-2 - [(2-oxo propil) tio cloreto] imidazélio aplicado em 400uM.
[000436] Comparacdo de anticorpos AB1 com outros anticorpos inibidores
conhecidos

[000437] Para testar a eficacia de AB1, em comparagdo com outros anticorpos
conhecidos TG2 inibitérios ambos os fragmentos fab (figuras 11,12) e cheia de 1gG
(Figuras 13, 14) de um anticorpo como descrito por Quark biotecnologia em nimero
de pedido de patente WO2006 / 100679 foram testados para TG2 inibir a atividade
no ensaio de incorporacéo de °H putrescina. A atividade a partir de 100 ng de TG2
humana poderia ser inibida por 60 a 80% por 500 ng de AB1. Em compara¢do nem
o fragmento Fab ou o total de IgG do anticorpo Quark poderia inibir
significativamente TG2 neste ensaio.

[000438] Discusséo
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[000439] Ha uma clara necessidade de validar TG2 como um alvo terapéutico
no homem através de uma série de doencas em estudos experimentais tém
sugerido seu envolvimento. Estas incluem tecido cicatricial, doenca celiaca,
doencas neurodegenerativas e quimio-resisténcia em alguns cancérs. Limitando
esta tem sido a falta de verdadeiramente TG2 compostos especificos que podem
inibir seletivamente a atividade TG2 no homem.

[000440] Neste estudo, tém, pela primeira vez ratinhos imunizados com um
fragmento de TG2 com o objectivo de ser capaz de isolar uma gama mais vasta de
anticorpos anti TG2 contra o nucleo catalitico da enzima na busca de um epitopo
inibitoério. Isto provocou uma boa resposta imunitaria com anticorpos que
reconhecem tanto o nucleo rhTG2 e TG2 nativa, mas nenhum outro TG.

[000441] 10 dos anticorpos isolados mostrou atividade inibidora. Estes foram
subsequentemente mapeado para 3 TG2 especifica, ainda epitopos inibitérios.
Estes anticorpos tém sido clonados, sequenciados e IgG isolado com valores de
IC50 calculados. Trés anticorpos (AB1, DC1 e BB7) visando um bolso substrato
provou inibidores particularmente eficazes. O mais importante destes anticorpos
também funcionou bem tanto em um ligado de células e na cultura de células,
indicando que estes anticorpos tém o potencial para funcionar em um ambiente rico
em proteina que é essencial para aplicacédo in vivo.

[000442] Acreditamos que um elemento-chave na geracdo bem sucedida
destes anticorpos inibitérios tem sido a decisdo de imunizar apenas com a proteina
do nucleo. Para nossa nenhum dos anticorpos TG2 comerciais conhecimento tem
potencial inibitério de qualquer significado. As nossas proprias tentativas para usar
comprimento completo TG2 resultou em um grande nimero de anticorpos, alguns
dos quais eram especificos para TG2 e nenhum dos quais foram inibidoras. Isto
parece ser devido a uma preferéncia clara para loops imunogénico de proteina
dentro de comprimento completo TG2 muitos dos quais caem sobre a parte de tras
do nucleo catalitico em posi¢cdes semelhantes ao anticorpo TG2 mais amplamente
utilizado anti, CUB7402 (aa478 aa447).
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[000443] E surpreendente que a nossa abordagem levou & producido de
anticorpos muito mais eficazes. Sem estar limitado por qualquer teoria, pensamos
qgue simplesmente criar anticorpos para uma proteina menor que cobre apenas o
ndcleo central, ndo so6 eliminam alguns dos epitopos imunoldgicos favorecidas, mas
também forcar a segmentacdo do nucleo. Isto por si s6 aumenta a variedade de
anticorpos disponiveis para a selecdo e, portanto, a cobertura mais ampla do
nucleo. No entanto, a imunizacdo com apenas o nucleo significa que a maior parte
da dobragem do nucleo é perdida e, assim, alguns dos epitopos que pode ser
inferior, talvez, disponivel dentro de uma molécula inteira TG2 podem ser epitopos
mais atraentes com o nucleo neste formato. Dado que todos os 10 anticorpos
reconheceram epitopos lineares (isto &, ligados a TG2 num gel redutor), enquanto
gue 80% dos anticorpos isolados que anteriormente usando TG2 comprimento
completo como imunogénio foram: conformacéo dependente, ndo sugerem que isto
pode ser um fator importante.

[000444] Houve anteriormente outros estudos que postulou a idéia de um
anticorpo inibidor TG2 para aplicagdo humana. Esposito e colaboradores
desenvolveram anticorpos recombinantes a partir de pacientes com doenca
celiaca, onde tem sido postulado que os anticorpos TG2 pode ter um papel inibitorio
[19]. Um desses anticorpos foi desenvolvido para aplicagdo comercial pela Quark
Biotecnologia e um pedido de patente depositado (WO2006 / 100679). Este
anticorpo demonstrou alguns dados iniciais excitantes na prevencéo da fibrose
renal no modelo de rato UUO. No entanto, noés produzimos uma versao
recombinante deste anticorpo e ao mesmo tempo que reagiu com TG2 em ELISA
(Figura 17) e western blot, obtivemos pouca inibicdo de até 500 ng de IgG por ng
de TG2 para este anticorpo em que todos os anticorpos desenvolvidos neste bloco
estudo essencialmente toda a atividade TG2. Além disso WO2006 / 100679
descreve a geracdo de uma versao do rato deste anticorpo humano, e como tal a
longo aplicagdo, em modelos de rato de doencga renal reconhecidos iria revelar-se
dificil.
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[000445] De notar, no presente estudo € o mapeamento dos epitopos 3
inibitérios dentro do ndcleo TG2. O epitopo AB1 é de longe o mais potente para
segmentar, 0 que é, talvez, surpreendente, dada a posi¢cdo do epitopo. O exame
da sua posicao dentro da estrutura ativa TG2 previu [20] sugere que se liga na porta
de entrada para a triade catalitica, em que pode ser um substrato de bolso. Dado
0s substratos que usamos em nosso teste de pesquisa sao relativamente pequenos
(putrescina e dimetil caseina), é talvez surpreendente que este site é tado eficaz. No
entanto, a posicdo do epitopo deve ser tal que a grande IgG (150 kDa) é
posicionado firmemente no sitio catalitico. A partir dos dados epitopo pode-se
prever que o local DD9 podem ser mais eficazes, uma vez que esta associado com
um local putativo de ligagéo de célcio [21]. No entanto exame da literatura sugere
5 ou mais sitios de ligacao putativos de Ca2 + [21] e a0 mesmo tempo que tem
claramente um efeito dramético, nédo é critico para toda a atividade TG2.

[000446] O local DF4 seria hipoteticamente o epitopo mais eficaz como o
anticorpo liga-se a um dos aminoacidos essenciais na triade catalitica. No entanto,
nao foi possivel clonar com sucesso DF4 produzir este anticorpo inibidor e, como
tal, a producao de IgG suficiente para efetuar adequadamente testes de IC50 néo
foi possivel. Ela pode de facto ser muito dificil de clonar a anticorpos que tém muito
alta eficacia dado o trabalho de Glnzler et al (1982) FEBS Lett. 150 (2): 390-6, que
sugeriu que os linfécitos necessarios atividade TG2 a proliferar e, portanto,
anticorpos com melhor potencial inibitério somente podera ser possivel utilizando
abordagens recombinantes ou um sistema de extra¢ao continua IgG.

[000447] Um dos problemas mais frustrantes em realizar este trabalho tem sido
a incapacidade aparente de todos os anticorpos desenvolvidos para bloquear a
atividade TG2 ndao-humano, que € critico para testes pré-clinicos de forma eficiente.
Todos os anticorpos reagiram com ratos e ratinhos TG2 em ambos western blot e
ELISA, em alguns casos com pouca diferenca em intensidade. No entanto, fora dos
anticorpos IgG produzidos nove n@s para, so foi possivel determinar um IC50 para

4 em ratos e nenhum no mouse. A 4, onde um IC50 foi calculado contra rato TG2
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mostrou uma dobra de 30 ou menor IC50 contra TG2 rato que AB1 contra
significado TG2 humano qualquer dose in vivo seria proibitivamente grande. Além
disso nenhum inibiria em tudo num lisado celular de rato. Dada a reatividade no
ELISA e Western blot, e existem apenas 5 descasamentos entre espécies para AB1
e 3 para DD9 a especificidade de espécie significativa para a inibicdo foi
surpreendente e demonstra claramente a importancia critica de afinidade para
inibicdo eficaz. Assim, tendo identificado esses epitopos inibitérios para TG2
humano é agora critico que os anticorpos analdgicos sao desenvolvidos para esses
sites em ratos TG2 se o0 seu valor deve ser estabelecido em modelos in vivo pré
clinicos da doenca.

[000448] Ha uma grande variedade de inibidores de TG disponivel.
Notavelmente o thiomidazole compostos originalmente desenvolvidos por Merke
Sharpe Dome base [22] os analogos de CBZ-glutamil desenvolvidos por Griffin e
colegas [23], que temos utilizado com muito sucesso para o tratamento de cicatrizes
experimental renal [16] e os inibidores tipo dihidroisoxazole desenvolvidos pela
Khosla e colegas [24-27] utilizado com sucesso em varios modelos de cancer. Tem
havido esperanca de que refinamento continua desses compostos pode produzir
um inibidor vidvel TG2 humana, mas atravessar reatividade familia TG ou o
potencial de natureza toxica dos compostos parece ter impedido esta. Mais
recentemente Acylideneoxoindoles tém sido descritas como uma nova classe de
inibidores reversiveis TG2 [24], mas os dados relativos a sua reatividade cruzada
com outros membros da familia de TG é inexistente. Na conferéncia de 2010
Gordon em TG2 na doenca humana Pasternack e colegas de Zedira apresentou
detalhes de uma série de compostos que usam cadeia lateral Michael aceitantes
como inibidores TG2 com reivindicagbes de aptidao para aplicacdo in vivo e TG2
seletividade, no entanto, uma publicagdo completa sobre estes tem ndo se
materializou até o momento. Na mesma reunido de trabalho no inicio de Macdonald
et al demonstrou alguns desenvolvimentos interessantes no projeto de um inibidor

TG2 para o tratamento da coreia de Huntington, mas novamente a publicacéo
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integral ainda € aguardada. Sem duavida, um inibidor de molécula pequena de TG2
seria altamente desejavel que devem ser alcancaveis. Penetracdo no tecido, a
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica, a producéo, custo e facil
de dosagem sdo apenas alguns dos beneficios. No entanto, um inibidor de
anticorpo como aqui desenvolvido pode de alguma maneira ser preferivel.
[000449] TG2 é claramente uma enzima multifuncional e tem sido associada a
uma variedade de funcbes celulares, incluindo a estabilizagdo e o transporte
nuclear [28, 29], endocitose [30, 31], de sinalizacdo GTPase [32-34], apoptose [35,
36], de células adesdo [37-39], a integridade do citoesqueleto [28, 29] e ECM
estabilizacao [9]. Claramente uma pequena molécula inibidora pode impedir em
todas essas fungdes, como, em geral, eles tém livre acesso ao espaco extracelular
e interior da célula. Um anticorpo ndo pode entrar na célula e, como tal, as fun¢des
intracelulares de TG2 ndo seria afectada. E importante notar a maior parte dos
papéis patologicos de TG2 parecem ser extracelular, tais como o seu papel na
cicatrizacdo de tecidos e fibrose, doenca celiaca e cancér. Assim, utilizando um
anticorpo traria um grau adicional de seletividade prevencéao de efeitos indesejaveis
intracelulares. Por conseguinte, um anticorpo iria oferecer vantagens no blogueio
TG2 em cicatrizes e doencas fibroticas onde TG2 ligacdes cruzadas de proteinas
da MEC, em doenca celiaca, onde gliadina € desamidada no espaco extracelular e
na quimio-resisténcia em cancér onde a adesdo das células parece ser o fator de
protecao. No entanto, a menos que um pequeno fragmento Fab pode ser concebido
gue poderia atravessar a barreira hemato-encefalica um anticorpo que iniba TG2
seria pouca utilidade no tratamento de patologias neurolégicas.

[000450] Em concluséao, pela primeira vez, temos sido capazes de desenvolver
anticorpos inibidores TG2 que alvejam seletivamente TG2. Também identificamos
trés epitopos inibitérios novos dentro do dominio do nucleo de TG2. Humanizacéo
do anticorpo AB1 vai abrir a possibilidade de o primeiro tempo da terapia TG2
alvejado no homem.
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Example 2: Sequencing of novel TG2 inhibitory antibodies of the invention.
Antibody Sequencing

A fim de determinar as sequéncias das regides variaveis de cada um anticorpo da
invencado, um sedimento das células de hibridoma foram processados utilizando o
Qiagen RNeasy Mini Kit para extrair o ARN seguindo os protocolos do fabricante.
O RNA extraido foi objecto de transcri¢cao reversa para produzir um cDNA usando
um 1° Strand cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare), usando um primer Notl-dT1g, em
conformidade com os protocolos do fabricante. A preparacdo de cDNA foi feita
usando-se o kit de purificacdo de PCR da Qiagen, de acordo com os protocolos do
fabricante.

Para determinar a sequéncia da cadeia pesada, o cDNA de rato foi amplificado por
PCR utilizando um conjunto de iniciadores degenerados (MHV1-12) com um
iniciador da regido constante (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCGS3, ou uma
mistura dos quatro) como mostrado na Tabela 12. de modo semelhante, para
determinar a sequéncia da cadeia leve, o rato de cDNA foi amplificada utilizando
um conjunto de iniciadores degenerados (MVK1-11) com uma regido constante
iniciador MKC como mostrado na Tabela 13.

Se nao ha produtos de amplificacdo foram observados utilizando o conjunto inicial

de uma cadeia pesada de PCR 5 'RACE PCR (Invitrogen) foi realizada, usando
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base para deoxiinosina) para o PCR.

As bandas de amplificacdo resultantes foram ligados no vetor pCR2.1®-TOPO®
utilizando o estojo TOPO-TA Cloning® (Invitrogen) utilizando o protocolo do
fabricante e enviado para GATC Biotech AG para sequenciacao.

Tabela 12: Iniciadores de PCR para o Rato Clonagem da Cadeia Pesada Regides

Variaveis

Nome

Sequéncia

MHV1

ATGAAATGCAGCTGGGGCATCTTCTTC

MHV2

ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT

MHV3

ATGAAGWTGTGGTTAAACTGGGTTTTT

MHV4

ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRTTT

MHV5

ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTT

MHV6

ATGGCTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTGC

MHV7

ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT

MHV8

ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG

MHV9

ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATTCCTG

MHV10

ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG

MHV11

ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG

MHV12

ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTG

MHCG1

CAGTGGATAGACAGATGGGGG

MHCG2A

CAGTGGATAGACCGATGGGGC

MHCG2b

CAGTGGATAGACTGATGGGGG

MHCGS3

CAAGGGATAGACAGATGGGGC

Cédigos de Ambiguidade: R=AouG;Y=CouT;,M=AouC;K=GouT;S=G

ouC:W=AouT.
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MHV indica iniciadores que hibridizam com as sequéncias lider de genes do
camundongo da regido variavel de cadeia pesada, indica MHCG iniciadores que
hibridizam com os genes do camundongo da regido constante.

Tabela 13: Iniciadores PCR para Clonagem de Camundongo Kappa Regides

Variaveis de Cadeia Leve

Nome Tamanho | Sequéncia

MKV1 30-mer ATGAAGTTGVVTGTTAGGCTGTTGGTGCTG
MKV2 29-mer ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGTG
MKV3 30-mer | ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG
MKV4 33-mer ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG
MKV5 30-mer ATGGATTTWAGGTGCAGATTWTCAGCTTC
MKV6 27-mer ATGAGGTKCKKTGKTSAGSTSCTGRGG

MKV7 31-mer ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG
MKV8 31-mer ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG
MKV9 25-mer ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG

MKV10 27-mer ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT

MKV11 28-mer ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC

CL12A ATGRAGTYWCAGACCCAGGTCTTYRT
CL12B ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT
CL13 ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT
CL14 ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT
CL15 ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGGTGCT
CL16 ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT
CL17A ATGAGGTGCCTARCTSAGTTCCTGRG
CL17B ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGG
CL17C ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGG

MKC 20-mer ACTGGATGGTGGGAAGATGG
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Ambiguidade dos Cédigos: R=AouG;Y=CouT,M=AouC;K=GouT;S=G
ouC;W=AoruT.

MKYV indica os primers gue hibridam com sequéncias lider dos genes da regido
variavel da cadeia leve capa de ratinho, MKC indica que o iniciador hibrida com o
gene da regido constante kapa de ratinho.

sequéncia de dados

Anticorpo AB1 foi sequenciado, além de anticorpos BB7, DC1, JE12, EH6, AGS9,
AH3, DD9, DH2, DD6 e IA12. As sequéncias sao fornecidas nas Figuras 18 a 28.
Exemplo: Construcéo e caracterizacdo de novos anticorpos anti-TG2 quiméricos e
humanizados da presente invencao.

Para caracterizar ainda mais 0s anticorpos da invengdo e para permitir a
classificacdo e definicdo de prioridades para a humanizacdo de anticorpos, um
painel de anticorpos quiméricos foram construidos TG2 (regibes variaveis de
murideo e humana e IgG1 kapa humana). A metodologia utilizada para produzir os
anticorpos quiméricos sao definidas a seguir.

métodos

VH humano e VK cDNA Databases

As sequéncias protéicas de imunoglobulinas humanas e mouse da Imunogenética
internacionais de banco de dados de 20091 eo Kabat Database Release 5 de
Sequéncias de Proteinas de Interesse imunoldgica (Ultima atualizagdo 17-Nov-
1999) 2 foram usados para compilar um banco de dados de sequéncias de
imunoglobulina humana em um Kabat alinhamento. Nosso banco de dados contém
10.606 VH e 2.910 sequéncias VK.

Modelo Molecular de AB1

Como representante dos anticorpos do grupo 1 (ou seja, anticorpos que se ligam o
epitopo que abrange os aminoacidos 304-326 da TG2 humano), um modelo de
homologia do anticorpo AB1 rato regides variaveis foi calculado usando o Modeller
Program3 corrida no modo automatico. As coordenadas atdmicas de um MQK.pdb,

3LIZ.pdb e IMQK.pdb eram os mais altos modelos de sequéncia de identidade para

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 144/367



128/149

a interface, VL e VH, respectivamente, como determinado pela anélise da explosao
da base de dados de anticorpos estruturas PDB Accelrys. Estes modelos foram
usados para gerar 20 modelos iniciais, o melhor do que foi refinado modelando
cada loop CDR com os seus 3 melhores modelos de alca.

hAB1 Selecao Framework

O programa de andlise de sequéncia, gibsSR, foi usado para interrogar as bases
de dados de VH e VK humanos com o VHC AB1, VKC e VKcl, a BB7 VHC e VKC
e as sequéncias proteicas DC1 VHC e VKC usando vérios critérios de selecao.
Residuos FW dentro 5A de um residuo de CDR (definicdo Kabat) no modelo de
homologia de anticorpo de rato AB1, foram identificados e designados como os "5-
A proximidade" residuos.

AF06220 foi escolhido como o FW para fundamentar as versdes iniciais da cadeia
pesada humanizados. A Tabela 14 mostra o alinhamento de identidade e residuo
AF06220 de anticorpos murinos. A Tabela 15 mostra o envelope 5A proximidade
das sequéncias. AF062260 tem apenas uma mutacdo somatica de distancia da sua
linha germinal VH Z12347 gene (Tabela 16).

AY 247656 foi escolhido como o FW sobre a qual basear o AB1 humanizado cadeia
leve kappa inicial. O alinhamento e o residuo identidade de murino AB1 cadeia leve
kappa de anticorpo sédo mostrados na Tabela 17; A Tabela 18 mostra o envelope
5A proximidade das sequéncias. A sequéncia mostra cinco mutacdes somaticas de
sua X93620 gene germinal VK (Tabela 19).

AF193851 foi escolhido como o FW no qual basear as outras kappa humanizado
construcdes de cadeias leves. O alinhamento e a identificacdo dos residuos para
0s anticorpos de murino sdo mostrados na Tabela 20. Tabela 21 mostra o envelope
5A proximidade das sequéncias. A seqiiéncia ndo mostra muta¢ées somaticas de
seu gene J00248 germline VK (Tabela 22).

Geracéao de vetores de expressao

Construcao de vetores de expressao quiméricas implica a adicdo de uma sequéncia

lider adequada para VH e VL, precedida por um sitio de restricdo Hindlll e uma
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sequéncia Kozak. A sequéncia de Kozak garante uma traducdo eficiente da
sequéncia da regido variavel. Ele define o coddo AUG correta a partir do qual um
ribossoma pode iniciar a traducéo, e a base mais critico € a adenina na posi¢éo -3,
a montante do inicio agosto.

Para a cadeia pesada, a construcdo dos vetores de expressao quimeéricas implica
a introducdo de um fragmento 5 'da regido constante G1 humana, até um sitio
natural de restricdo Apal, contigua a extremidade 3' da regido J da regido variavel.
A CH é codificada no vetor de expressao a jusante da sequéncia de VH inserido,
mas carece do intrédo VC.

Para a cadeia leve o local doador de splicing natural e um sitio BamHI é adicionada
a jusante da regido V. A sequéncia de dador de splicing facilita a kappa V: C intréo
gue é necesséria para a ligacdo em grelha da VL para a regido constante.

As sequéncias de ADN das regides variaveis foram sintetizados e optimizado por
GeneArt®. A sequéncia lider foi escolhido como aquele que da boa expressao de
anticorpos em células de mamiferos em cultura.

Construtos da regido variavel da cadeia pesada foram excisados a partir do vetor
de clonagem utilizando digestdo com Hindlll + Apal, purificado e ligado no MRCT
expressao da cadeia pesada de forma semelhante vetor cortado e tratado com
fosfatase, e foram usados para transformar bactérias TOP10.

Construtos regido variavel da cadeia Kappa foram excisadas utilizando digestao
com Hindlll + BamHI, purificado, foi ligado no tratado com fosfatase da cadeia leve
kappa MRCT vetor de expresséo de forma semelhante e de corte, e foram usados
para transformar bactérias TOP10.

Expresséo de Anticorpo

A expresséo insert vetor codificacdo duplo para ambas as cadeias pesada e kappa
foi gerado e transfectados em células HEK293T. Sobrenadante da cultura celular
foi purificado por cromatografia de afinidade em Proteina G-agarose de acordo com
os protocolos do fabricante.

Encadernagao ELISA
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Células HEK 293F foram co-transfectadas com diferentes combinagdes de vetores
de cadeia leve humanizadas, em associacdo com diferentes vetores da cadeia
pesada humanizadas. TG2 humana recombinante foi utilizada para medir a ligagao
do anticorpo por ELISA. Os resultados indicaram que a versao de cadeia pesada
de RHA (Tabela 23), em combinacdo com as versfes de cadeia leve e RKE RKJ
(Tabela 24) (representando as diferentes versdes de cadeia leve humanizada)
mostrou ligacdo Otima (Figura 34), e, por conseguinte, foi selecionado para
caracterizagao adicional. Uma abordagem semelhante foi usada para identificar
pares Otimas de cadeias humanizados BB7 pesadas e leves, e humanizados DC1
cadeias pesadas e leves.

Versdo Cadeia Pesada RHA é um enxerto modificado-un das regides do mouse
CDR do anticorpo AB1 para a sequéncia do doador humano. No entanto, ambas as
versdes de cadeia leve e RKE RKJ, tém o mesmo Unico 5A proximidade residem
retromutacdo, F72 (Tabela 24). Esta mutacdo de volta esta fora dos residuos
Vernier4, Canonical® ou Interface®.
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A tabela a seguir A resume 0s anticorpos quiméricos e humanizados produzidos

com uma referéncia cruzada aos identificadores usados nas figuras.

Murino Anticorpo Quimérico Humanizado Anticorpo
AB1 cAB0OO1 hAB004 (hABOO1AE)
cAB003 hABOO5 (hABOO1AJ)

BB7 cBB001 hBBOO1AA
hBB001BB

DC1 cDCO001 hDCOO1AA
hDC001BB

DD6 cDD6001

DD9 cDD9001

DH2 cDHO01

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 148/367




132/149

‘slaneolde
opuenb sopeJisow oes sonpisal ep edusiay(g (") ojuod wn ep sisloeIED Oj8d SOPEIISOW OBS SONPISel ap epepluap| "s.HaD

op ys edojeAus wn ep onuep wenys 8s enb epesed eleped 8p BINJIISe Bp sonpises odioolue O opuelsow G| eleqe] Y

S 09229047
D MEY DS INESILFHVAMEAMS 1LIVO10A3 HARO0DQW) 2HA™ 100
DNHYOATISHSALIHYAMHAMSI IV TON {HAL00L88W) OHA 288
DMMYOATNESILIHYAMEAMS T114YD 10N {(HALDOBYW) 2HA BY
sanpisay Alwnxold yg
Gl eleqeL

‘|leneoiide Joj apuo oedsjep no oediasul e Jeisowl eied @ ‘Jegey| oedeiswnu e Jsjuew eied sopesn
oes (-) sodeds3 -sieneolde Wal0} SpUC SEPEIISOW OBS Sonpisal ap sedualajiqg *(*) ojuod wn ap ais1oeles ojad epelisoL

& sonplisal ep epephusp| "ouunw sodioonue eled 0922904y ONpIsal op epepliuspl & olusLWeyule O OpuUeliSOW | Bjaqe] Y

B Y s 9 N N A g WSS DTS TN AT = I S W 0922904Y

SSALTLLODOMALS | (HARDODQW)
1 HYDIJAAV] TISHISSTOTATINAANTHS LI JHOHASAdAAL SHOD-SSINAMITHAI LOH AM—-SINYH I S 11 DSYVIS T ISDDdHATDDDSIATOAT - 9HA 100

SSALTLLDDDMADS | (HALOOZBEW)

TV AAIYLOISHISAOWD TATLNY VS AHS ALIHDHASTdAALSHO D -SSILVAMI THMId LOHAM--SINVYSSSJIIDSY WOS THISDDdMATDD DS INIDAY- SHA /89

SSALTLIDDOMATS (HALODGYW)

= I DAANYLOFSHISNIND TATLNAYNOH S LAHOHASOd AA LMD DD-ASLIVAMI THHAd L OH AM--SINYSSS 1L DS VYIS THISDOdHNDDDSINIDAT - JHA Y
— =

L4

=

— — Had

spepiixolg
Y5

BoEpa]

J[EolloUBYy

NEED

#

I=—¥rHD43a28v- [——DHY 1 2 Iegqey

0Lk 0ol 06 og 0L salaLnp

¥} eleqeL
se|aqel

Petic&o 870230016156, de 25/02/2023, pag. 149/367



133/149

‘|leneolde 10} opuenb oedsjep no onpisal op oediasul e Jeljsow eled & ‘leqey oedeiswnu e lsuew eled sopesn
oes (-) sojenslu| “siaAeolde Walo} 8puc SEPEIISOW OBS sonpisay ap sedualajq *(7) olucd wn ep aisloeied ojad Sepellsoll OBes

sonpisay ep sepepliusp| “ |1 gy ouunw odiooiue o ered 959/ #ZAY 8P ONpPISal ep apepliuspl B & cjusweyule o BljSOW /| Bjaqe]

T ANTDT DT AL T NS AT T TTTANTNS 0T TS 9G9LFEAY
H1ITALDDD4LA _

—dd00ADTOAAIDNAIATISSINT4300950SDSIHSdADTITHN LHAITIHd SHIIHOODIMITASNIO——TSYAD LIAHIDTISWYAWNS SISO IAIS- (MALOOEYW) A BY

< = e < — Han

. s snvnmvarny nen  wves ax o . fuwixold s

e e e e e eoEpa|

e S TV S R L[EDILOLED

e e L e P o RETTETY

¥-———43008¥—— 1 1 1 “ ] [-43008Y 1 1 i-
ool 06 08 0L 09 0§ ot 0E 02 0k I ABQEY SOISWINN
Ll Eleqel

‘sianeoljde opuenb sopeljsow oes sonpisal ap eduaiayq ‘() ojuod wn ap aiajoeled ojad sopeljsow oes sonpisal

ep spepiusp| "/ygz1Z susb HA |eulwusb eyu ep ebuo] eonjewos oedenw ewn wel anb 0922904y BASOW 9| B|8ge] Y

[ = Y
_' m ................................................................................................. U@W.GQNN@Q&.{.
HYOAAAYLOIVHISNND TATLNMSNOHSILIHOMASAVAA LSDDSOSIVSAMI TOHDdVOHAMSINVASS1 DS VYIS THISDDdONTDDDSITIONT besiveziz
||||| s T T e
06 08 0L 09 05 or 0E 0e ot
||||| L Tt

9l ElSQEL

Petic&o 870230016156, de 25/02/2023, pag. 150/367



134/149

‘slaAeol|de Walo} 8puo SEPEIISOW OBS Sonpisay ap sedualsjig *(*) oluod wn ap aisjoeles ojad SEpelISOW OBS SONPISay

op sspeplusp| ‘029£6X MA eusb op eaeuiLsh Byull Bp BIOUBISIP 8P BOIIBWOS 0BJBINW B § Wal 959/FZAY BAISOW 6| Bleqe]

§ TALNTTTOL A3 bes 959/ vZAY
ddINOADDOAALYIOIHDTISSILH1401DSDSISIHSdAD LI INSYAA TTHIYHD IHODAMNIANSIADSYOD LILAHODASYS1SSdSOLWDIO  bes'0g29e6X
e e e oo S oo e oo e -
06 08 0L 09 0s o oe 0g 1]
et o fommee e e oo e oo e -
61 B[edEL

‘slaneolde
Wialo} 8pUC SEPEJ}SOW OBS sonpisey ap seduaiajq (7)) oluod wn sp alsjoried ojad sepeljsow OBS SONpIsey ep Sepepljusp|

'S;HQD SOp S edojeAus wn ep onusp wenys 8s anb eAs| elepeo ep sonpjsel ep oipenb gy odiodljue o eljsow gl ejeqe]

L T 9GILFTAY
940A4400959SDSAdADAITLIMOLOLIAIT | (MALODEWW) 2HA BY

senpisay Alwrxold ys

gl eloqe]

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 151/367



135/149

"slaneal|de

W8lo} BpuUO SEpE.|SOW 0BS sonpisey ap seduaiayiq *(*) ojuod wn sp sisjoeleo ojad SepeISOW OBS SONpISSY 8p Sapepliusp)

'S HAD SOp G edojgAus win ep ojusp wienys as anb aAs BIGPED 8p sonpjsal op olpenb odicojue O eASOW |Z Blade]

FSEEG Y

240AVAQD25D50D54aADAMIMILDLINLIA

(MAL00DQW) 2¥A 120

D10A11302505054dADAMNLEMOLO LAY

(MALODBEW) oA L8H

240A14002595251dADANLIIMILDIHOIT
940A44002595051dADAINLEMILOLNDIA

(MAE00EYW) 2)A_LBY
(MAZ00gYW) LoXA BY

sanpisay ANWIXOld S

IS EledeL

‘[eaealde Joj opuenb oeds|sp no onpisal op oedlasul e Jensow eled 8 ‘Jeqey oedesswinu e Jsjuew eied sopesn

0es (-) sojeAlsju| "sieAeolde Welo} 8puO SEpEIISOLW OBS sonpisay ap sedusisiq *()) ojuod wn ap slsjoeied ojad Sepessoll 0es

sonpisey ep Sepepliusp| "oulnwW sodiodljUe SO Bl |G8EE LY 8P ONpIsal ap apepliuspl B & OJusLUBYUI[e 0 B1JSOW (Z Bjeqe]

LGREGL]Y

HITALDDO4LA
——d4Q0ACTIAAIDNAIATTSSIITVAADOSOSOSIHSdAD A ATHNATA TINASHO A HOOAMITASNIA——DSWHILLLAHIDISYAISSASOINLIT-

(MAH00DOW) %A 120

HITHLDDO4LA
~dI0AADTIAAIDNAIHTTDSITTHI00SDSD 530S dAD AN THN ITAITIADSHIIADOIMITASNIO—-DS VA LIAHIDNSVANSSdSOLNAIY-

(MAL00SEW) 3MA 288

I TMLOD94LA
——d100ADTIAAIDWAIATISSI 1400952595145 d AD A THNIHAITIMdSHOIHOOIMIASNIA—DSWADLILAHIDTSVANSSdS0IH0I0-

(MASOOEYW) 20N 1Y

HITHLD994LA
———dJ0JADTIAAIDNAIATISSIL 300950895 I4SdAD O THNLHATIHDSHO IHDOIMITASNIA—DSWHOLLLAGI D IS VAWS SdS0LNOIT-

(MAZ008YW) 19YA Y

—> E—. < S

fald]

5 s serrss

fwxold s

8o elu]

s[EOILOUE)

[ -

NETIET

V30— 3300 ———————F

00t 06 08 0L 03 05 Or OF g a1

JEqEY} SOIBWIN

0¢ EleqeL

Petic&o 870230016156, de 25/02/2023, pag. 152/367



136/149

‘|leneolide 10} opuenb oedajap no onpisel op ordlasul e Jelisow eled @ ‘leqey oedeiawnu e Jajuewl eled sopesn oes

(-) sojeadsiu] * "10Q @ /g9 ‘1Y Sepesad seleped Sep SepeEZIUBWINLY S80SI9A SEP OjusWeyulje ap Blouanbas e eJlsoW gz ejaqe]

SSALNILDODMALS
—————THYDJANLOIVH ISNADTATLNASNOHS [ LIHOHAS OdAALSHDE -SSLIVAMT 1DMDd YOHAM-SINYH LS 11405 VYOS TH IS DDdDATDDDSITIONT- 7 (H10000Y) BHY+0Q 7
SSAIATIODOMALS — TIAVOAANYLOIVH ISNID IA LLNYSNOHSLIHOHASOdAA LSHDD ~
~5S1 SAMT IOHI YOHAM—~SIWVH L S 198 ¥¥DS TH 18D9dDATIONDNSITIOAT- {(¥H0020Y) ¥HH +0d
SSALNTLDDDMALS 7 | 7
[ THYDAANY] OTYHTISNWOTATINMSSAHS AL HHONASOdAAL SHOD-SSI I YAMI TOND dYOHAM -SINYSSSHIIDSYYOS THISDDdOATDDDSITIONT- | (BHI00898Y) 8HY J88
SSALNLDODMADS ———TTHYIAANYLOTVH ISNWOD TATLN®SNOHS LHIdDOMASAdAALSHDD ~
~SSILSAMI IEHDdYOH AM—SINYSSS414DSVYIS THISDOdONTDDDSITION- (vHL0088Y) yHY 284
SSALNTLDODMATS ——THYDAAAYLOIVHISNIND TATLNHSNOHS| LAHONASOdAALHD DD B
~“ASLLSAMI OO dYOHAM-SINYSSS4 1498V vIS TH 1SDDdDN1999SITIONT- (WH L008WY) YHY 8Y
e — < ERE e R W__H_H_
. fuwixoud s
FS0EUSIU]
S E2IUOUED
S T LT e
I———rH933a08YI——1—08V¥-1————1——208v— [—av—1
0Lk [111] 06 08 0L 09 05 oF 0g 0z ak I leqe)y soJawny
£¢ E[ogEL
..... = - e
.D g‘n—l—l_ ..................................... Z ..................... m ............................. U@m.rmmm@—-ﬂ_{
ddASNADDDAALYAA3dDTISSILT1LH4019SDSOSAHSIADSD 1SSV VAIISHAYHDINDDA MY TANSIDOSYHO LILAHODASYS1SSdSDLIWDIQ  bessrzoor
R ST + o s +ee - o + e o e - -
06 08 0L 09 05 or  OF 0z ol
e ST R e e e e e oo - -
¢c eledqe|

Peticao 870230016156, de 25/02/2023, pag. 153/367



137/149

‘|[eneside

1o} opuenb oeds|ap no onpisal op oedissul B Jensow eled & ‘Jegey oedelswnu e Jsluew eled sopesn oes (-) sojeAslu|

“10@g e /g9 ‘1gy ep eddey ens| elepes ep sepeziUBLLNY SIBUl} SB0SIaA Sep SojusWeyulje ap elousnbes e BIiSOW g Blaqe]

A1FAALD0D41A
——d30JADTOAALYIA3dOISSIITVAQDDSDSDS IHSIADAATHN A TIHYHD SHDOS MITASNIO-— DS WA LLIAHODASYS1SSdSOINLIO-

(8100004) 8M4 +0d

H1IMLD0DD4LA
——dd400ADTOAALYS03dDTISSIT44019SDSDS IHSIADTATHNATAIISHD YADIHDOAMLITASNIA——DSYHILIL AHODASYS1SSdSOLNDIO-

(¥X100004) WHd 100

A1IAALD0D41A
—ddAAADTOAALVIAIJOTISSIITIIIDDS DSOS IHSIADAWTHN LA T A YHOIHODIMITASNIA ——OSYAHILLLAHA3ASYS1SSISTIWAIT-

(BX10088Y) G¥d /A4

A1TAALD0D41A
—ddOAADTOAALYI03d0 1SS 1440195 DS DSIHSIADTN TN LTANSHD YADIADDA MU TASNIA——DSYADLIL AHODASYS1SSdSOINDIT-

(vM00g8Y) ¥4~ 209

A1TAALD0D41A
——ddA0ACTIAALYIAIHOTSSIL 14401 D5DSDSIHSAADAS THNIHAITSHD VHDIHDDI MIUTASNIO——DSWYHIL L AHODASYSTSSdSOLNOIT-

(rYL008YY) MY 8V

H1TTALEDO41A
—d300ADT1DAAL D403d0ISS11 444019595 DSIHSdADAI THN LA TN WADIHODAMLUIASNIA——OSWHOLILAHODASYS 1SSdSOL1AIS-

— [ — < —

(IM100gvy) I¥H 8y
Hao

Rwxold ys

RG]

J[E01UoUE)

Jsluap,

=

¥——1—43a08v——

00k 09 05 0¥ 0g 02 0l I

leqey sosswny

¥¢ EledgeL

Peticao 870230016156, de 25/02/2023, pag. 154/367



138/149

ALSIT Mo DMALSITHYOL 8H4d +0d

ALSIT MO SMALSITAYIA ¥H4d +0d
AdSIT N0 DMADSITAVOA YHd 284
AdSIT N0 DMASITAVOIA 8HY 284
AISIT o SMATSITAVOA av

THOD —©pEsad Epe)

"OMASAdAALSHDOSSIL 10 HSILJHOAASAdAALSHDDSSILVAM

No NOQUSILAHOANSAdAALSHOOSSILVAM N0 TINASNOYSILIHOAASAdAALSHDOSSIIVAM gHY +0d
"OHASAdAALSHDOSSIL NO HSIL4HDAASTdAALSHDOSSILSAM

ne NA4SIL4dOAASAdAALSHOOSSILSAM NOTINASNAYLSILAHOAASAdAALSHDOSSILSAM ¥HY +00
"OAASAdAALSHDOSSIL NO HSALAHOHASAdAALSHDOSSIIVAM

no SOHSALIEOMASAdAALSHOOSSIIVAM NO  TINASSAHSALIHOAASAdAALSHIDSSIIVAM VH4 L84
"OMASAdAALSHDOSSIL NO HSILJHDAASAdAALSHIDSSILSAM

no NOYSILIHOAASOdAALSHODSSILSAM NO TINASNOUSILIHOMASAdAALSHIOSSILSAM 8H4d {84
TOAASOAAALADDDASIL N0 HSIIJHOMASAdAALADDOASILSAM

no NOHSILAHDAASTAAALADDDASILSAM N0 TINASNAYSILIHOHMASTUdAALADDOASILSAM av

€dda — EpESEd E[BPED

SAWVYHL N0 HAMSWVHLSTLd no HAMSWYHLS 11408V 8Hd +0d
SWYHL N0 HAMSWYHLSH14 no HAMSIWVYHLSA14DSYVYO YHY +0d
‘SWYSS no HAMSIWVYSSS4Il no HAMSIWVYSSSIIDSYYO VHY L84
SWVSS N0 HAMSWYSSSHL4 no HAMSIWVSSSH14DSVYVO 8HY L84
SWVSS N0 HAMSWVYSSSd414 no HAMSIWVSSSH14DSVVO av

THOD - BpESad E9peg

"1-0Q @ /-g9 ‘gy op sodioonue sp epesad @ ans| selaped SeuU selopeanbue)) ssoifal se woo sygD 8yl pue

‘sgQD elousnbses e elisow Jejnolued We ‘pg pue gz sejeqe| Sseu epejusseide elousnbes ep oedeULIOI B 8WINSS8) BYE Bleqe]

Ve V1d9VL

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 155/367



139/149

1Ad40dADT no 941Ad40dADT0A
1Ad40dADT no 941Ad40dADTOA
1Add0AADT NO Dd41Ad4AAADTOA
1Ad40AADT NO D41Ad4AAADTOA
1Ad40dADT no 941Ad40dADT0A
1Ad40dADT no 941Ad400TADTOA

g8¥d 120
Wy 120
Vv¥d 288
axd 88
rd av
3Ad av

€HQ0 — o8 | EIBpED

ANTHNAT
ANTHNAT
AWENLT
aWTdaNL]
a4TdnN1d
a4TdnN1d

no
no
no
no
no
no

dADANTHNATALI
dADANTHNATAITS
dADAWTENLTAINL
dNDOWTENLIAIS
dNOT4TANLHALS
dADOITANLHAITT

no
no
no
no
no
no

VAQDDSOSDSIHSdADANTENATALI
440195DSDSIHSAADANTHNATAINS
1430059505 4HSdADANTENLTAINL
44019S9SDSIdSdADAWTENLIAITS
430195959544 SdADAI THNLILAITS
4401950595 44SdADAI TANLEAITI

TTASNIQODSYH no AMITASNIQDSYHOL
TTASNIQOSYH no AMITASNIQDSYAOL
TTASNIQODSYX No 4MITASNIQOSYMOL
LTTASNIQOSYA o JMITASNIQOSVAOL
LTTASNIQOSYA o JMITASNIQOSVYAOL
LTTASNIQOSYA o AMLITASNIQOSVYAOL

axd +oad
Wid +0d
Vid 88
a¥d /848
rd av
3Hd gav

ZH00 —ehe T EEpE)

axd +od
Wid 100
Vv¥d 88
axd /84
r>d av
3Hd av

THQJ - 5A0 ] BIepey

Petic&o 870230016156, de 25/02/2023, pag. 156/367



140/149

[[[III[ A SEGUIR VOLTA PARA PG 110 DO TXT INGLES]]]II

Caracterizacdo de anticorpos quiméricos e humanizados

Abs quiméricos e humanizados foram testados quanto a ligagdo ao macaco
cinomolgo e humano TG2 e para a inibicdo enzimética destas enzimas de acordo
com a metodologia descrita abaixo.

METODOS

ELISA Ensaio para a ligacdo TG2

Anticorpos TG2 ligando ao humano e macaco cinomologo foi determinado em um
ensaio ELISA. Poliestireno claro “Maxisorp” placas (Nunc) de 96 pogos foram
revestidas com 50ng TG2 humano purificado e macaco cinomolgo em 50ul 0.05 M
tampé&o carbonato-bicarbonato pH 9.6 a 4°C durante toda a noite. Pogos de controle
foram revestidos com 50ul 100pg/ml albumina de soro bovino (BSA). Placas foram
lavadas 3x com 300 pl solucdo salina tamponada com fosfato pH7.4 (PBS)
contendo 0.1% Tween 20 (PBST) e bloqueado com 300 ul de 3% w / v Marvel leite
desnatado em PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos lavagem 3x com
PBST, 50 uL de proteina-A de anticorpo Os anticorpos anti-TG2 quiméricos ou
humanizados ou IgG1 kappa de controle isétopo humana purificada ou CUB7402
(Abcam) foram diluidos em série 4-vezes a partir de uma concentracao superior de
50 nM em PBS, e adicionadas a placa em duplicata.

Depois de 1 hora a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 3x em PBST e
incubadas com conjugado com peroxidase de cabra 50 ul anti-IgG humana (Fc)
(Serotec) diluido a 1/5.000 em 3% w/v Marvel leite desnatado em PBS ou para
pocos CUB7402 contendo 1/5.000 de cabra anti-lgG de ratinho (Fc) (Sigma)
durante 1 hora a temperatura ambiente conjugado com peroxidase. Apos lavagens
3x com PBST, as placas foram desenvolvidas com 50 ul de substrato TMB (Sigma)
durante 5 min a temperatura ambiente antes de parar a reacao com 25 ul de H2SO4
0,5 M e lendo a absorvancia a 450 nM num leitor de microplacas (Biotek EL808).

As curvas de resposta a dose foram analisados e os valores de EC 50 e de outros
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parametros estatisticos determinada utilizando um ajuste logistico de 4 parametros
dos dados (GraphPad Prism).

Transglutaminase ensaio baseado em fluorescéncia de TG2 inibicdo pelos
anticorpos da invencgao.

Atividades de transglutaminase humano purificado (Zedira) ou cynomogolus
macaco enzimas TG2 (Trenzyme) foram medidos por incorporacao de dansylated
KXD lisina (Zedira) em caseina, N, N-dimetilado (DMC, Sigma). Macaco ou humano
cynomogolus TG2 foram diluidas em tampéo de transamidacao (25 mM de HEPES
pH 7,4 contendo 250 mM de NaCl, 2 mM de MgCI2, 5 mM de CaCl2, 0,2 mM de
DTT e 0,05% v/v de Pluronic F-127) a 1 nM e 10 nM, respectivamente, e mistura-
se com varias concentracdes de Uma proteina de murino purificada, anticorpos
quiméricos ou humanizados TG2 durante 180 minutos a temperatura ambiente em
384 pocos placas de microtitulacdo negras (Corning). As reacdes foram iniciadas
por adicdo de DMC e KXD para uma concentracdo final de 10 uM e 20um,
respectivamente, e um volume de reacao final de 30ul, e deixada prosseguir a
temperatura ambiente durante 180 min e o aumento na fluorescéncia (RFU)
(excitacdo a 280 nm, 550 nm de emissao) monitorado usando um leitor de placas
Tecan Safire2. Os dados foram normalizados para a atividade porcentagem onde%
atividade = (anticorpo teste RFU -RFU controles baixa) / controles altas RFU -RFU
controles baixos) x 100, onde os controles de baixa continha todos os
componentes, exceto enzima e controles altas continha todos os componentes
exceto anticorpo.

As curvas de resposta de dose de anticorpos foram representadas usando o
programa GraphPad prisma e ajustados utilizando um modelo logistico de 4
parametros para retornar outros parametros estatisticos e 1C50. Os resultados séo
ilustrados nas Figuras 29-33.

Resultados e discussao de inibicdo enzimatica e experiéncias de ligacdo por ELISA

de anticorpos anti-TG2 humanizados e de murino.
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A capacidade dos anticorpos quiméricos e humanizados TG2 para inibir a
transamidacéo por TG2 humano foi determinada pela inibicdo dependente da dose
da incorporacdo TG2-dependente de lisina dansylated em caseina, N, N-dimetilado
(exemplificado nas figuras 29 e 31). Ambos o0s anticorpos quiméricos e
humanizados, a partir de um grupo (por exemplo cAB003, cBB001, cDC001,
hBBO01AA, hAB0O01BB, hABOO5 e hAB004) mostram uma inibicdo potente da
atividade TG2 na gama nanomolar baixa, consistente com os dados de ELISA, que
mostra a ligacdo a humana imobilizada TG2 na mesma range (figuras 35 e 37). Em
contraste, o anticorpo CUB7402 comercial ndo conseguiu inibir humana ou de
macaco cynomogulus TG2 atividades enziméaticas (figuras 29F e 30B), apesar de
ligacdo para um grupo de anticorpos comparaveis nos ensaios de ELISA (figuras
35A, 36A, 37A e 38A) consistentes com o reconhecimento por CUB7402 de um
epitopo que néo interfira com a funcdo da enzima de transamidacé&o. Portanto, os
anticorpos do grupo 1 pode ser distinguidos pela sua capacidade para inibir a
funcdo da enzima a partir de outros anticorpos, tais como CUB7402, que se ligam
mas que nao tém efeito sobre a atividade enzimatica. Da mesma forma, murina e
anticorpos quiméricos representante do grupo 3 (por exemplo mDD9001, mDHO001,
cDD9001 e cDHO001) consistentemente inibido transamidacdo TG2 humana, mas
com menor poténcia do que os anticorpos do grupo 1 (figuras 29 e 33). A inibicao
da TG2 humano por anticorpos monoclonais murinos exemplificados-mée do grupo
1 e grupo 3 (figura 33) mostram as poténcias comparaveis com as suas versoes
guiméricos e humanizados, o que indica que a poténcia funcional dos anticorpos
murinos foi retida nas versdes humanizadas. Da mesma forma os dados humanos
TG2 ELISA obrigatério para os anticorpos humanizados exemplificados hBBO01AA,
hBB001BB e hAB004 (figura 37) mostram valores de CE50 comparaveis com 0s
obtidos para as versdes quiméricas cBB001 e cAB003, indicando que a afinidade
de ligacdo tambéem foi preservada nas versdes humanizadas. Os anticorpos
guiméricos e humanizados, também demonstram uma inibicdo potente de macaco

cynomogulus TG2 (figuras 30 e 32) e ELISA comparavel CE50 de (figuras 36 e 38)
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através das espécies, consistente com a conservacao do epitopo cognato no
macaco cynomogulus TG2, que tem em geral 99% de identidade de sequéncia. Em
contraste CUB7402 mostra comparavel ligacdo a TG2 de ambas as espécies, como
0s anticorpos do grupo 1, mas nem inibe a atividade enzimatica (figuras 35-38 e
29-30).

Ensaios baseado em Células

A ligacdo dos anticorpos da invencdo para TG2 extracelular de HK-2 células
epiteliais foi ensaiada utilizando o seguinte protocolo.

Medicao de atividade extracelular TG

A atividade extracelular TG foi medida por ELISA de célula modificada. HK-2 células
epiteliais foram colhidas utilizando Accutase e plaqueadas a uma densidade de 2 x
104 células / po¢co em meio isento de soro para uma placa de 96 pocos que tinha
sido revestida durante a noite com 100 ul/ poco de fibronectina (5 ug / ml em 50
mM Tris-HCI pH 7,4) (Sigma, Poole, Reino Unido). As células foram deixadas a
aderir durante S/ N a 37 °C. O meio foi substituido com DMEM (Life Technologies)
e compostos, anticorpos ou os controles foram adicionados e deixados a ligar a
37°C. 0,1 mM de biotina cadaverina [N- (5 amino pentil biotinamida) de &acido
trifluoroacético] (Zedira) foi adicionada aos pocos e a placa voltou para 37 °C
durante 2 horas. As placas foram lavadas duas vezes com 3 mM de EDTA/PBS e
as células removidas com 0,1% (w / v) de desoxicolato 5 mM em EDTA / PBS. O
sobrenadante foi recolhido e utilizado para determinacéo de proteinas. As placas
foram lavadas com PBS / Tween e revelou biotina incorporada cadaverina usando
1: 5000 extravidina HRP (Sigma, Poole, Reino Unido) durante 1 h a temperatura
ambiente, seguido de substrato azul K (SkyBio).

A reacao foi parada com vermelho do batente (SkyBio) e a absorvancia foi lida a
4650 nm. Cada anticorpo foi testado em pelo menos trés ocasides separadas.

Os resultados séo fornecidos nas Figuras 39 e 40 e mostram uma curva de exemplo

e tabela de valores de IC 50 obtidos para os anticorpos testados. A Figura 39 mostra
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os resultados com humanizada ABl1 e Figura 40 mostra os resultados com
humanizada BB?7.

hABOOS5 inibiu a TG2 extracelular das células HK2 com um IC50 de 71.85nM e uma
inibicAo maxima da atividade de controle de cerca de 30%. hBBOO1AA inibiu a
atividade com um IC50 de 19.8nM e uma inibicdo maxima de 40% da atividade de
controle. hBBOO1BB teve um melhor IC50 de 4.9nM mas uma inibicdo maxima de
controle de cerca de 55%.

Raspadinha ensaios

Os ensaios de zero ferida também foram realizados para avaliar a atividade de
ligacdo de anticorpos humanizados e quimeéricos ou anti-TG2 da invencgao.

TG2 tem sido mostrado ter um papel importante na fibrose pulmonar e TG2 ratinhos
knockout para mostrar reduzida formacdo de cicatrizes e fibrose no modelo de
bleomicina. (Keith C. Olsen, Ramil E. Sapinoro, RM Kottmann, Ajit A. Kulkarni, Siiri
E. lismaa, Gail Johnson VW, Thomas H. Thatcher, Richard P. Phipps, e Patricia J.
Sime. (2011) Transglutaminase 2 e seu papel na fibrose pulmonar. Am.J of
Respiratory & Critical Care Med. 184 0699-707) a migracdo de células de
camundongos knockout TG2 no ferimento foi reduzida em relacdo ao tipo
selvagem. Ensaio de ferida zero foram realizados para avaliar o efeito de anticorpos
anti-TG2 da invengao sobre a taxa de encerramento de feridas humanizado e / ou
guimérico numa camada de fibroblastos pulmonares normais (células WI-38).
Raspadinha protocolo do ensaio:

As células WI-38 (fibroblastos pulmonares humanos normais ATCC # CCL-gato 75)
foram plagueadas numa placa de 96 pocos Imagem de bloqueio (Essen cat # 4379)
a 2 x 104 / pogco em meio aMEM (Life Technologies Cat # 32561) com 10% FBS e
crescido O / N a> 97% de confluéncia. As células foram lavadas 2X com a meio
aMEM sem soro e uma ferida scratch foi gerada usando uma ferida Criador Essen
eo protocolo fabricantes. O meio foi removido e substituido com 95ul / meio isento

de soro bem. Controles e anticorpos de teste foram adicionados aos pocos. A placa
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foi colocada num Essen Incucyte e o fechamento da ferida foi analisada utilizando
o0 protocolo de zero ferida.

Citocalasina D foi utilizado como um controle de ensaio a 0,1 uM. R281, uma
pequena molécula inibidora da transglutaminase néo especifica, foi testado a 100
uM. Z DON, um peptideo inibidor reversivel transglutaminase nao foi testado a 10
uM e 100 uM. O anticorpo disponivel comercialmente TG2 Cub7402 (Abcam cat #
ab2386) foi testado a 5 ug / ml. Os anticorpos da invencéo foram testados pelo
menos em trés ocasides em varias concentracdes, tal como indicado. Em todos os
experimentos controles foram Citocalasina D em 0.1lum e ZDON em duas
concentracdes de mostrar um efeito dose-dependente.

Exemplares resultados dos ensaios de raspar sdo mostrados nas Figuras 41 a 44.
Tal como pode ser visto na Figura 41, Citocalasina D, R281 e ZDON todo o
fechamento da ferida inibida (ZDON foi mostrado para inibir de um modo
dependente da dose), mas o anticorpo nao Cub7402 inibir o fechamento da ferida.
BB7 humanizado, AB1 humanizado e quimérico DC1 tudo o fechamento da ferida
inibido.

As afinidades dos quiméricos e humanizados anti TG2 Abs

As afinidades de ligacdo (Kd) e as taxas de desconto para um painel de Abs
guiméricos e humanizados da invencao contra humana TG2 e ciano TG2 foram
avaliados utilizando técnicas de Biacore. Os protocolos e resultados estdo descritos
abaixo e mostrado nas Figuras 45 a 47.

métodos Biacore

Recombinante humana foi obtida TG2 de Zedira GmbH (cat. .: Nao T002). Macaco
Cynomolgus recombinante TG2 foi obtido a partir de Trenzyme. Ressonéncia de
plasmon de superficie (SPR) foi medida num instrumento Biacore T200 (GE
Healthcare). Fichas CM5 (GE Healthcare cat. No .: BR-1006-1068) foram revestidas
com o mouse monoclonal IgGl anti-humana (Fc) (MAH) anticorpo (cat GE
Healthcare. No .: BR-1008-1039) por amina de acoplamento tal como descrito nas
instrugbes do fabricante. Tampao HBS-EP + (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA
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3 mM, 0,05% v /v Tensioativo P20) e HBS-P + tampéo (0,01 M de HEPES, 0,15 M
de NaCl, 0,05% Surfactante P20) foram adquiridos da GE Healthcare quanto 10x
stocks (cat. No.: BR-1006-1069 e BR-1006-1071). Solucdo de cloreto de célcio foi
obtida a partir de Sigma Aldrich (cat No.: 21115).

O método utilizado para determinar a afinidade dos anticorpos anti-TG2 envolveu
a captura dos anticorpos quiméricos ou humanizados num chip CM5 revestido
MAH, seguido pela injecdo de uma série de amostras de TG2 em tampao de
corrida. O tampao de corrida foi de 1 x HBS-P + contendo CaClz 1 mM, 1x ou HBS-
EP + para experiéncias livres de calcio. O anticorpo de captura foi efetuada durante
um tempo de contato de 120 segundos a uma taxa de fluxo de 10 mL/ min,
resultando na captura de cerca de 40-80 RU. TG2 foi injectado sobre o anticorpo
Imobilizado em concentragdes que variam de 25 nM a 400 nM com um tempo de
contacto de até 600 segundos, a uma velocidade de fluxo de 30 mL / min. A
dissociacdo de TG2 foi medido tipicamente por até 5.400 segundo (1,5 horas).
Regeneracao do chip foi entéo realizada utilizando 3 M de MgClz, para um tempo
de contacto de 60 segundos a um caudal de 30 ul/ml, seguido de um periodo de
estabilizacdo 300s antes da amostra seguinte. Para cada macaco cinomolgo e
humano TG2, pelo menos, cinco inje¢cdes a uma variedade de concentracdes foram
realizadas em pelo menos duas experiéncias separadas.

Dados Cinéticos foram exportados a partir de Biacore T200 Evaluation Software e
analisados usando GraphPad Prism, onde as fases de associacdo e fases de
dissociacao foram analisados separadamente, utilizando um modelo de associacao
uma fase e uma fase modelo de decaimento exponencial, respectivamente. As
taxas de associacao (kon) foram calculadas para cada curva individualmente, e os
valores médios de dissociacao (Koff) a partir dos dados coletados da fase longa de
dissociacdo. Onde os valores kot foram calculados para ser < 1x10° s, valores
foram estabelecidos 1x10 para andlise, como as taxas mais lentas do que isso
nao podem ser estimadas com precisao. Valores de kon € koff S80 apresentados em

tabelas abaixo como significa valores indivduais calculados para cada anticorpo de
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espécie TG2 a partr de multiplas concentracdes +/- 1 de desvio padréo. Valores Kp
séo calculados como média koft/ média kon.

Resultados das experiéncias de Biacore

Tabela 25
TG2 Humano
Koo Kzn Ko
st.dev st.dev
Anticorpo (s (M's7) (M)

+Ca = 10" ; 170107 | 220107 | < B0
cABD0E

_Ca* = 10° ] BECI0Y | 21x10° | < 1x107

+ Ca™ = 10° ; 21x10°F | BOxI0° | < Ex107
cBE00T

“Car = 10" ; 18107 | 18107 | < 7x10
hAB004 (RABODTAE) | 24x10° | 1.0x10° | 2.0x10° | 14x10° | 1.2¢107"
hABD0S (ABODTA) = 10" ; 100107 | B.Ex10° | < Gxi0"
hEED01AA < 10°F - 27H10°F | 11x10F | < 4107
hEE001EB < 10° - 24410° | 1.2x10F | < 4107
cDCo0M = 10° ; 320 | 57107 | < 3100

+Ca™ 1810° | 40x10° | 28107 | 1.2¢10° | 641070
cDHOM

“Car 40107 | 16a10° | 21107 | 120007 | 2.3x10°

+Ca” 130107 | 1.8x10° | 2.00107 | 220107 | 431070 |
cDD9001

_Ca” 7Ax10° | 16x10° | 23107 | 780100 | 212107

A Tabela 25 mostra os dados cinéticos obtidos frente ao TG2 humano. Onde taxas
kott foram calculadas para ser menos do que 10-° s, valores foram estabelecidos
para 10° s? para andlise, como taxas mais lentas que esta ndo poderiam ser
medidas com a precisédo determinada.

Table 26
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TG2 Cinamolgo
Ko kon Ko
st.dev st.dev
Anticorpo (s7) (M1s7) (M)
+ Ca* 1.2%x10°% 8.1x10° 2.4x10° 1.1x10° 5.0x10rM
cABDD2
- Ca* 1.3x10° 1.5x10® 1.4x10° 1.9%104 0.3x10M
+ Ca™ =10°® - 2.0x%10° 0.0x10* = 3x10M
cBB001 )
- Ca* < 10" - 1.9%10° 21x10* < Bx10™"

hABOO4 (hABOO1AE) 1.8x10% 2.3x10°F 1.6x10° | 7.3x10* | 1.1x10™

hABOOS (hABOO1AJ) 3.4x10°% 4.6x10°F 1.410° | 4.1x10* | 2.4x107
hBBOO1AA <10° - 3.0x10% | 1.4x10° | < 3x10™
hBEBOO1BR a.7x10% 3.4x10°® 27x10° | 1.3x10° | 1.4107
cDC001 <10° - 4.2x10° | 3.3x10° | 2.4x10™
+ Ca® <10° - 1.5x10% | 9.5x10° | < 7x10
cDHOO01
- Ca* 6.3x10° 1.2x10% 26x10* | 1.0x10* | 2.4x10°

+ Ca® 1.6x10° 1.4x10° 3.1x10* | 1.6x10° | 5.2x10™
cDD3001

- Ca* 4.1x10°% 1.6x10° 46x10* | 1.3x10* | 8.9x107

A Tabela 26 mostra os dados cinéticos obtidos contra cinomolgo TG2. Quando as
taxas foram calculadas a koff ser inferior a 10 s1, os valores foram ajustados para
10 s''para andlise, como as taxas mais lentas que isto ndo podia ser determinada
com precisao.

As Figuras 45 a 47 fornecem conjuntos de dados exemplo Biacore. Como pode ser
visto, os anticorpos quiméricos e humanizados cAB003, cBB001, hAB004, hAB0O5,
hBBO01AA, hBB001BB, cDCO001 para TG2 tém excelente afinidade para TG2
humano e cinomolgo, com valores de Kp de 120pM ou melhor. Os anticorpos
quiméricos cDHO01 e taxas de associacdo cDD9001 exposicdo mais lenta a
afinidade global humana e cinomologo TG2 e mais fraco. Exame de uma selecao

de anticorpos na auséncia de calcio mostra que existe pouco ou nenhum efeito,

Peticéo 870230016156, de 25/02/2023, pag. 165/367



149/149

exceto no caso de cDHO01 e cDD9001, onde ligacdo € mais fraca devido a taxas

de dissociacdo mais rapidas (Kof).
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REIVINDICACOES

1 “ANTICORPO OU UM FRAGMENTO DE LIGACAO DE ANTIGENO DO
MESMO” que seletivamente liga um epitopo dentro da regido do nucleo da
transglutaminase (TG2) do tipo 2 e que inibe o TG2 humano reticulante de lisina e

glutamina com Neg(y-glutamyl)ligacdes lisina isopeptidicas caracterizado por a

regido central de TG2 encontrar-se da posicdo 143 a 473 da proteina, referido

anticorpo ou um fragmento de ligacdo de antigeno do mesmo compreender as

seguintes sequéncias de aminoacidos:

(i)

(ii)

(iii)

SEQ ID NO

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

: 7 (LCDR1);

17 (LCDR2);

9 (LCDR3);

18 (HCDR1);

15 (HCDR2): e
19 (HCDR3); ou
7 (LCDRY);

13 (LCDR2);

14 (LCDR3);

10 (HCDR1);

15 (HCDR2); e
16 (HCDR3); ou
7 (LCDR1);

8 (LCDR2);

9 (LCDR3);

10 (HCDR1);

11 (HCDR?2); e
12 (HCDRS3).

2.- “ANTICORPO OU UM FRAGMENTO DE LIGACAO DE ANTIGENO DO

MESMO” de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado por o anticorpo ou o seu

fragmento possuir (i) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo uma
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sequéncia SEQ ID NO: 73 e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia SEQ ID NO: 75 ou (i) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a sequéncia SEQ ID NO: 63 e uma regido varidvel de cadeia
pesada compreendendo a sequéncia SEQ ID NO: 65 ou (iii) uma regido variavel de
cadeia leve compreendendo a sequéncia SEQ ID NO: 50, e uma regido variavel de
cadeia pesada compreendendo a sequéncia SEQ ID NO: 55.

3.- “ANTICORPO” de acordo com qualquer uma das reivindicacdes precedentes,

caracterizado por o (a) anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo

compreender ou consistir de anticorpo intacto (b) fragmento de ligagdo ao antigeno
selecionado a partir do grupo que consiste em um fragmento Fv (por exemplo um
fragmento Fv de cadeia simples ou um fragmento Fv ligado por dissulfeto); um
fragmento Fab; e um fragmento Fab do tipo (por exemplo, um fragmento Fab' ou
um fragmento F (ab)2), (c) o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno &
uma IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4; e/ou (d) o anticorpo ou fragmento do mesmo néo
inibe de ligacdo com o antigeno TG1, TG3, TG13 e/ou atividade TG?7.

4.- “COMPOSTO COMPREENDENDO UM ANTICORPO OU FRAGMENTO DE
LIGAGCAO AO ANTIGENO” de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, caracterizado por uma porc¢ao adicional ser prontamente detectavel,

e/ou uma porc¢ao diretamente ou indiretamente citotéxica.

5.- “COMPOSICAO FARMACEUTICA?” caracterizada por compreender anticorpo
ou fragmento de ligagdo ao seu antigeno de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 3, ou um composto de acordo com a reivindicacéo 4 5, em
mistura com um excipiente, adjuvante, diluente ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel opcionalmente por ainda compreender um ou mais ingredientes ativos
adicionais.

6.- “COMPOSICAO FARMACEUTICA” de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizada por a composicao/formulacdo ser formulada para administracao

intravenosa, intramuscular ou subcutanea a um paciente.
7.- “USO DO ANTICORPO OU DO FRAGMENTO DE LIGACAO AO ANTIGENO?”
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de acordo com qualquer uma das reivindicagcoes de 1 a 3 ou um composto com a
reivindicacao 4 caracterizado por se dar na fabricacdo de um medicamento.

8.- “USO DO ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO AO ANTIGENO DO
MESMO” de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes de 1 a 3 ou um

composto de acordo com a reivindicagcdo 4, caracterizado por ser empregado

fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou diagnéstico de doenca
celiaca, cicatrizacdo anormal de feridas, cicatrizes, cicatrizes hipertréficas, cicatriz
ocular, doenca inflamatéria do intestino, degeneracdo macular, por drogas,
psoriase, fibroses- doencas relacionadas (por exemplo, fibrose hepética, fibrose
pulmonar tal como doenca intersticial pulmonar e doenca pulmonar fibrética, fibrose
cardiaca, fibrose da pele, mielofibrose, fibrose renal tais como glomerulosclerose e
fibrose tubulointersticial), aterosclerose, restenose, doencas inflamatorias, doencas
auto-imunes, doengas neurodegenerativas / neuroldgica doencas (por exemplo, a
doenca de Huntington, a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de
poliglutamina, atrofia muscular espinobulbar, atrofia ataxia dentato-rubro-palido-
luisiana, ataxias espinocerebelares 1, 2, 3, 6, 7 e 12, atrofia rubropallidal,
spinocerebellar paralisia), (glioblastomas, tais como, glioblastoma na sindrome de
Li-Fraumeni e glioblastoma esporadica, melanomas malignos, adenocarcinomas do
duto pancreatico, leucemia mieldide, leucemia mieldide aguda, sindrome
mielodisplasica, sindroma mieloproliferativo, ginecologico, sarcoma de Kaposi,
doenca de Hansen e/ou, colite colagenosa).

9.- “METODO IN VITRO DE PRODUQAO DE UM ANTICORPO OU FRAGMENTO
DE LIGACAO AO ANTIGENO DO MESMO” de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 3 ou do composto da reivindicacdo 4, caracterizado por

compreender a expressdo de um polinucleotideo que codifica o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo.
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A: Produto PCR B: Proteina recombinante
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Anticorpos AB-A

AB1VH

GARGTACAGCTGEAGCAGTCAGEGGEGEEECTTAGTGARGCCTGEAGEETCCCTGRAAR
CTCTCCTGT GCAGCCTCTGEATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGEGTTCGE
CAGACTCCGEACAGGAGGCTGEAGTGECTCGCARCCATTAGTGTTGGTGETGETARR
ACCCACTATCCAGACAGT GTGAAGGGTCGCTTCACCAT CTCCAGAGACARTGCCARG
BACACCCTCTATCTGCARATGRARCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTAL
TGETGCRARARCTARTCAGT CTCTACTGGGGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCR

AB1VH
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQT PDRRLEWVAT ISVGGGK

THYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY LOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

AB1 VK

GACATCCAGAT GACACAGACTCCATC I TCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTC
ACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTARTAGCTATITAACCTGGETTCCAGCAG
ARACCAGGGARATCTCCTARGACCCTGATCTATCGTACAARTAGRTTCTTTGAT GGG
GTCCCATCCAGETTCAGTGECACTEEATCTGGGCARGATTTTTTTCTCACCATCAGC
AGCCTGGAATATGAAGATATGEGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCG
TACACGTTCGRAGGGGEGACCARACTGGARATARRR

AB1 VK
DIOMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWEQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGEGEEQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLOYDDFPYTFEGETELETE

FIG. 7
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Anticorpo AB-1

AB1 VH
GRAGTGCAGCTGETGEAGTCTGEEGEEEECTTAGTGAAGCCTEGAGGETCCCTEGARACTCTC
T GTGCAGCCTCTGEAT T CACTCTCAGT TCCTCTGCCATSTCTTGGETTCGUCAGRCTCCGG
ACAGGRGGCTGGAGTGEGTCECARCCATTAGTCT TEETGETGETARMACCTACTATCCAGRAC
RGTGTGARGEGTC G T TCACCATCTCCAGAGACARTGCCARGRACACCCTCTATCTGCAART
GAACAGTCTGEAGETC TEAGGACACGECCATGTATTACTGTGCARARCTARTCAGTCTCTACT
GGGGECCAAGGCACCACTCTCACASTCTCCTCA

AB1 NH
EVOLVESGGELYEPGGS LELSCARSGFT LSS SAMSWYRO)TPDRELEWVAT ISVEGEKTYYFD
SVKGRETISRDNAKNTLY LOMNSLERSEDTAMYYCAKLISLYWGOGTTLTVSS

GACATCAAGATGACCCAGTCTCCATC TTCCATGTATGCATC TCTAGGAGAGAGAGTCACTAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGEACAT TAATAGCTATT TAACCTGETTCCAGCAGARACCAGGGA
AR TCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACARATAGATTGT TTGATGGEGTCCCATCCAGGTTC
ACTCECACTGGRATCTGGECARGATTT I T T TCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAAGATAT
GEGAATTTAT TAT TG TCTACAGTATGATGACTTTCCGTACACST TCGGAGGLEEGACCARRT
TEGARATARAR

AB1 YK
DIEMTOEPSEMTASLGERV T ITCKASOD INSY LTW QUK PGRSPETLIYRTHNRLE DGVESEE
SGEGSEUDFFLTISSLEYEDMGIYYCLOYDDFPYTFGGGTEKLEIK

FIG. 18
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Anticorpo BB-T

BBI ¥H

GUAGTECARCTGGTAGRAGTCTGGEGGEAGGLTTGETGRAGCC TGEAGGETCCCTGRAACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGARTCATTT TCAGT TCCTCTGCCATGTCT TGEET TCGCCAGRCTCCGE
ARRAGRGACTGGAGTGEETCGCRACTATTAGTAGT GETGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAL
AGTGTGARGGGTCGATTCACCETCTCCAGAGAC AGT GCCAAGARCACCCTATACCTGURART
GGERACAGTCTGAGGT CTCAGGACACCECCATTTAT TACTGTGCARRACTARTCAGTCCCTACT
GEGGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

BBZ VH

AVOLVESGGGLVEPGGSLELSCAASGIIFSS5AMSHWVROTPERRLEWVATISSGERSTYYPD
SVEGRFTVSRDSAKNTLYLOMDSLREEDTAIYYCAKLISPYWGRGTTLTVSS

BRI VK
GCCATCARGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGRGAGRGASTCATCAT
CACTTGCAAGGCGRGTCAGGACATARATAGTTATTTAACCTGGT TCCRAACAGRRACCAGGAR
AGTCTCCTAAGACCCTGATCTATCT TACARATAGAT TGATGGATGGGETCCCATCARGETTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCARGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGARCATGARGATAT
GEECATTTATTATTGTCTCCAGTAT GTTGACTTTCCGTACACCT TCEGAGEGGEEACCARGT
TGGAARATRAAAR

BET VK
AIEMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVESRE
SGSGSGYEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPY TFGGETKLEIK

FIG. 19
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Anticorpo DC-1

DC1 VH

GRRGTGCAGT TGGTGGRGT CTGGEGEAGGCTTAGTGRAGCCTGEAGGETCCCTGRARCTUTE
CTGTGCAGCCTCTGEATTCACTCTCAGTACCCATGCCAT GTCTTGGGTTCGCCAGRITCCGE
AGRRAGAGGCTGEAGTGEGTCGUARCCAT TAGTAGTGETGETCETTCCACCTACTATUCAGAL
AGTGTGAAGGGTCGATTCACTATCTCCAGAGACAATGTCARGRACACCCTATRTCTGCARCT
GAGCAGTCTEAGGTCTGAGGACACGGRCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTARTCAGTACCTALT
GGAGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

DC1 VH
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCARSGFTLS THAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD
SVKGRETISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS

DC1 VK

GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCT CTGGGAGAGAGAGTCACTAT
CACTTGUAAGGLGAGTCAGGRCAT TAATAGCTATT TAACCTGGT TCCAGLAGRARCCAGGGA
ARTCTCCTARGA T CCTGATCTATCT TGTARATAGATTGETAGATGGGETCCCATCARGGTTC
AGTGGCAGTGEATCTCGGCARGATTATGCTCTCACCATCACCAGTCTGGAATATCARGATAT
GGEAATTTATTATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACACGT TCGGAGGEEEGACCARGT
TGGRAATAARL

DC1 VK
DITMPQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINS YLTHFQOKPGKS PRI LI YLVNRLVDGVESRE
SGEGSGODYALT ISSLEYEDMGI Y YCLOYDDEFPYTFGGGTELELR

FIG. 20
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Anticorpo JEA2

JE12 VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGEACCTGAGCTGETARAGCCTGEGECTTCAGTGARAGATGTC
CTGCARGECT T TEEATACAGAT TCACTAGCTATETTATGCACT GECTGARACACARGTCTG
GGECAGEGCCTTGAGTGRATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGETGC TARGTACRATGAG
AAGTTCARAGGCARGGCCACACTGACTTCAGACARA TCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCT
CRAGCAGCCTGRACCTCTGAGGACTCT GCGGTCTATTACTGTGCARGAC TATCTRGTGACTATT
GGEGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

JE12 VH
EVOLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTS YVMHWVKQKSGOGLEWIGY INPYNDGAKYNE
KFEGKRTLTSDESSSTAYMELESLTSEDSAVY YCARLSSDYWGRETTLTVSS

JE12 VK
GATGTTTTGATGACCCARRATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCT TGGAGATCAAGCCTCCAT

CTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGAACATAT TAATGGAARCACCTATTTAGARTGETACT
TGCAGRAR CCAGGCCAGT CTCCARAGTTCCTGATCTACAAAGT TTCCARCCGATTTTCTGEG
GTCCCRGRCAGETTCAGT BGCASTEGAT CAGEGACAGATTTCACAC TCAGGATCAGCAGAGT
GGRAGGCTGAAGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGITCCGTTCACGTTCG
GRAGGEEGGACCARGCTGGARATARAR

JE12 VK

DVLMTONPLSLEVELGDOASISCREEQS IEHINGHNTY LEWY LOK PGOS PEFLIYEVSHREFSG
VPDRFSGEGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCROGSHVPETFGGGTELEIR

FIG. 21
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Anticorpo EH-6

EHE VH
GRGGTCCAGTTGCAGCAGTCTGEACCTGAGCTGETAAAGCCTGEGECT TCAGTGRAAGATGTC
CTECAAGGCTTCTGGATACACATTCACTAGTTATGT TATGCACTGGETGAAGCAGARGUCTG
GECAGGECCTTGAGTGGATTGGAT TTATTRATCCT TACRATGATGGTACTRAAGTACARTGAG
AAGTTCARAGGCARGECCACACTGACCTCAGACARAGCCTCCACCACAGCCTACATGGAGET
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTECGETCTATTACTETECARGATTCTCCTCTGGETALT
GGGGUCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

EHE VH
EVOLOOSGPELVEPGASVEMSCRASGY TFTSYVMHEWVEORKPGOGLEWIGEINPYNDGTEY NE
KEFRGRATLTSDEASTTAYMELSSLTSEDSAVY YCARFSSGYWEOGTTLTVSS

EHE VK
GATGTTTTGATGACCCAARCTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGEAGATCARGECTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGT CAGRGTATTGTACATAGTARTGGARACRCCTATTTAGAATGGTACT
TGCAGARACCAGGCCAGTCTCCARAGCTCCTGATCTACRARGTTTCCARTCGATTTTCTGEG
GTCCCAGACAGETTCAGTGGCAGTGGAT CAGGGACAGATTTCACACTCAAGRTCAGCAGAET
GGGGGCTGAGGATCTEGGAGT TTATTACTGCCTTCARGT TTCACATGTTCCTTTCACGTTCG
GCTCGGEGACARAGTTGGARATAALL

EHE VK
DVIMTOTELSLEVSLGDOAST SCRSSOS IVHSHGNTY LEWY LOKPGOSPELLTYEVSNRFSG
VPDRFSGEGSGTDETLEISEVGREDLGVY YCLOVSHVPFT FGSGTELELE

FIG. 22
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Anticorpo AG-9

AGS VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGT CTGGRCCT GAGT TGGTARAGUCTGEGECTTCAGT GAAGATGTC
CTGCAGGECT TCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGEETGRAGCAGRAGLCTS
GECAGGECCT TGAGTGGAT TGGATATATTARTCCTTACAATGATGETGCTAGGTACAATGA
ARGTTCARAAGGCAAGGCCACRCTGACT TCAGRCARATCCTCCACCACAGCCTACATGGARCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACT GTGCARGACTTTCTAGT GRCTACT
GGGGCCAAGECACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AGY VH
EVOLOQSGPELVEPGASVEMICRASGY TFTTYV IHWVEQKPGOGLEWIGY INPYNDGARYNE
EFKGEATLTSDESSTTAYMELSSLTSEDSAVY YCARLSSDYWGEOGTTLTVES

AGY YK

GATGTTTTGATGACCCAARATCCACTCT CCCTGCCTGTCAGTCTTGGCGATCAGGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCAT TGAACATAGTARTGEAAACACCTATTTGGARTGGTACT
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCOTGATCTACAARAGT T TCCRACCGATTTTCTGES
GICCCAGACAGET TCAGTGGCAGTGGAT CAGGGACAGRT TTCACACTCAGGAT CAGCAGTGT
GGAGGCTGAGEATCTGGEAGT TTATTACTGCTTTCARGETTCACATGTTCCGTTICACGTITCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATRARA

AGY VK
DVLMTQNPLSLPVSLGDOASISCRSSRS IEHSNGNTYLEWY LOKPGOSPKFLIYKVSRRESG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEREDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLETK

FIG. 23
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Anticorpo AH-3

A3 VH

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGRCCT GAGCTCGTARAGCCTGEGRCTTCAGTGARGATGTC
CTECAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATICACTGGGT GARGCRGARGCTTG
GECREGGCCTTGACTGGATT GGATATATTART CCTTRCARTGATGETGCTAGGTACARTGAG
ARGTTCARAGGCARGGCCACRCTGACTTCAGACARATCCTCCACCACACCCTACAT GEAACT
CAGCAGCCTGACCTCTEAGGACTCTGUGETCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTACT
GGEGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AHd VH

EVOLOOSGPELVEPGASVEMSCRASGYTETTYV I HWVEQKPGOGLEW IGY INPYNDGARYNE
KFEGKATLTSDESSTTAYMELSSLTSEDSAVTY CARLSSDYWGRGTTLTIVES

AH3 VK
GATGTTTTGATGACCCAAARTCCACT CTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAGGCCTCCAT

CTCTTGUAGAT CTAGTCGGAGCAT TGAACATAGTAATGGRARRCACCTATTTGGART GGTACT
TGCAGRARCCAGGCCAGTCTCCARRGT TCCTGATCTACARAGTTTCCARCOGATTTTCT GGG
GTCCCAGRCAGGTTCAGT GGCAGT GEATCAGGEACAGATTTCACACTCAGGATCRAGCAGTGT
GGERGGCTGAGEAT CTGEEAGTTTAT TACT GCTT TCARGGTTCACATGTTCCGTTCACGTITCG
GAGGGEEEACCARCCTGCARATARAR

Abd VK
DVLMTONPLSLEVSLGDOASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLOKPGOSPKELIYKVSNRESG

VEDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVY YCPOGSHVEPFTFGGETELEIR

FIG. 24
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Anticorpo DD-9

DR3 VH
CAGGTTACTCTGARAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC

TTETTCTTITTCTGGGT TTTCACTGAGCACT TCGGGETATGGGETETGAGTTGGATTCGTCAGT
CCTCAGGRAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATARC
CCATCCCTGARGAGCCGGATCACAATCTCCAAGGATTCCTCARGCARCCAGGTATTCCTCRA
GATCACCAGTGTGGRCACTGCAGATACTGCCACATATTACTGTGCTCGRAGTTGGACTACGE
CCCCGTTTGLTTT CTGGGEGCCRAGGGACTCTGETCACTGICTCTGCR

D03 VH
QVTLKESGPGILQPSOTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIROSSGKGLEWLAH T YWDDDKRYN

PSLESRITISEDSSSHOVEFLKITSVOTADTATYYCARSWITAPFAFWGOGT LVTVSA

D09 VK
CARATTGITCTCACCCAGTCTCCRAGCARTCATCTCTGCATCTCCAGEGGAGARGGTCACCAT

GACCTGCRAGT GCCAGCT CAAGTGTAGATTACATGTACTGETACCAGCAGAAGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTEATTTATGACACATCCARCCTEGCTTCTEGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GECAGTGGEGICTGEEACCTCTTACTCTCTCACRATCAGCCGRAT GEGEECTGARGATGCTGE
CACTTATTACTGCCAACAGTGGARTAGT TCCCCGCTCACGTTCGGTHC TGEGACCARGCTGE
AGCTGARR

D03 VK
QIVLTQSPAIMSASPGEKVIMICSASSSVDYMYWYQOKPGSSPRLLI Y DTSNLASGVEVRES

GSGSGT3YSLTISRMGAEDARTYYCOOWNSSPLTFGRGTELELE

FIG. 25
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Anticorpo DH-2

RH2 YH
CAGGTTACTCTGRARGRGTCTGECCCTEGEATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAL
TTETTCT T T TCTGEET TTTCACTGRAGCACTTCTEGTATGEETGT GAGC TGGATTCGTCRGE
CTTCAGGRARGEGTCTGEAGT GECTGECACACATTTACTGGGAT GATCGACARGCGCTATARC
CCATCCCTGAAGAGCCGECTCACRATCTCCAAGGRATACCTCCAGCAACCAGGTATTCCTCAR
GATCACCAGTGTGEACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCGARGTGGEACTACGS
CCCCGTTTGCT TACTGGGGCCAAGGGACTCTGETCACTGTCTCTGEA

DH2 VH
OVTLEESGPGILOPSOTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVEWIROPSGRGLEWLAHT YWDDDERYHN
EELESRLTISKDTSSNOVFLKITEVDTADTATYYCARSCTTAPFAYWGOGTLVTVER

DH2 VK

CARATTGTTCTCACTCAGTCT CCAGUAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGARGETCACCAT
GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTARGT TACATGTACTCETACCAGCAGARGCCRGEATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCT GGAGT COCTGTTCGCTTCAGT
GGECAGTGEGGTCTGEGACCTCTTACTCTCTCACARTCAGCCEGAATGEAGGCTGRAAGATGCTGEE
CRCTTTTTACTGCCAGCAGTGGAGTAGT TCCOCGCTCACGT TCGGT GLTGGGRACTARGCTGG
AGCTGRAA

DH2 VK
QIVLTOSPAIMSASPGERVIMTCSASSEVSYMYWYQOKFGSSPRLLIYDTSNLASGVFVRES
GEGSGTSYSLTISAMEAEDARTFYCQOWSSSPLTFGAGTELELK

FIG. 26
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Anticorpo DD-6

DDé VH
GAGGTCCAGCTGCARCAGTCTGEGCCTGAACTGETGAAGCCTGGGECTTCAGTGARGATGTC

CTGCARGECTTCTGRATACAGATTCACT GACTACAACATGCACT GEGTGARGCAGRACCTTG
GRARGAGCCT TGAGTGEATTGEGRTATATTAACCCTARARAT GETGTTATTTACTACARCCAG
ARGTTCARGGGCAAGGCCACAT TGACAGTGARCAGGTCCTCCARCACRAGCCTACATGEAGAT
CCGECAGCCT GACATCEGAAGATTCTGCAGT CTATTACTCTECARCAGCTCTCACTTACTGEG
GACAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DDé VH

EVOLOOSGPELVEPGASVEMSCKASGYRFT DYNMHWVEORLGESLEWIGY INPENGVIYYND
EFEGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYWGOGTLVIVSA

RRE VL

CRAGGCTEITET GACTCAGEARTCT GCACTCACCACAT CACC TG TGARACAGTCACACTCAL
TTETCGCT CAAGTACTGGEECTET TGCAGCTARTARCTATECCRACTGGATCCAAGRRARARC
CAGRTCATTTATTCACTGGTCTGATAGCTGGTACCRRACRAGCGRAGCTCCAGETGTTCCTGCC
AGATTCTCAGGUTCCCTGATAGEAGRCAAGGUTGCCCTCACCATCACAGGGECACREACT A
GGATGAGGCAATATATTTCTGTGC TCTATGGTACAGCARCTATTGEETGTTCGETGGAGEAA
CCRRAGTGACTGTCCTAGEE

RR6 VI
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANNIQEKPDHLFTGLIAGTNKRAPGVPA
RFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTKVTVLG

FIG. 27
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Anticorpo 1A-12

1A12_VH
CAGATCCAGTTGGTACAGTCTGGACC TGAGCTGARGAAGCCTGGAGAGACAGICAAGATCTC

CTGCARGECTTCTGEETATACC T TCAC ARCCTATGGRATGACC TGEGTGRRACAGGCTCCAG
GRRAGGETTTARMAGTGEATGEECTGEATAAACACCTCCTCTGEAGTGCCARCATATGCTGAT
GACTTCARGGGACGGT TTGCCTTCTCT TTGGARACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGCAGAT
CARCARCCTCARARGTGAGGACACGECTACATATTTCTGTGCAAGACCGERAAGTTGCTTACT
GGGGECCARGEGRCTCTGETCACTGTCTCTGCA

1A12 VH

QIoLVOSGPELEE PGETVE L SCRASGY TFT TYGMTWVEQAPGEGLEWMGWINT S5GVETYAD
DFKGRFAFPSLETSASTAYLOINNLESEDTATYFCARPEVAYWGOGTLVTVSA

1A12 VK
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACT TTGTCGGT TACCT T TGGACAACCAGCCTCTAT

CTCITGCAAGTCAAGTCACGAGCCTCTTATATGATAATGEARAGACTTATTTGCAT TGETTAT
TTCAGRGGCCAGGCCAGTC TCCARGGCECCTRATCTATC TGGTGTC TARACTGGACTC TGGR
GTCCCTGRACAGETTCACTGECRGTGGAT CAGGRACRGAT TTTACACTGARRATCAGCAGAGT
GGAGECTGAGGATTIGGGAGT TTATTACTGCGTGCARGETACACATTTTCCGTACACGETCG
GAGGOGEGACCAARCTGGAARTARRA

1A12 VK
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGOSPRRLIYLVSKLDSG
VPORFTGSGSGTDFTLEISRVEREDLGVYYCVOGTHEFPY TEGGGTELELR

FIG. 28
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